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ALKUSANAT
Tämän tutkivnjksen ovat tehneet yhteistyönä vesihallituksen tek
nillinen tutkimustoimisto (ttt) ja Helsingin yliopiston mikrobio
logian laitos Työ liittyy ttt:n projektiin n:o 335: “Pellolle
levitetyn jäteveden ja lietteen sisältämien aineiden levjäminen
yinpäristöön’ ja työ on tarkoitettu esitutkimukseksi ennen kenttä-
mittakaavassa aloitettavia tutkimuksia vesihallituksen koekentillä
Liperissä ja Maaningalla.
Tässä yhteydessä häluan esittää parhaat klitoksenl ttt:n tblmis
topäällikölle yli-insinööri Hannu Laikarille, toimistoinsinööri
Marja-Liisa Poikolaiselle ja dipl.ins. Juhani Puolanteelle .
kiinnostuksesta työtäni kohtaan sekä mikrobiologian laitoksen
esmiehe1le vs. prof. Seppo Niemelälle työni ohjaajana.
Kiitän myös Terttu Teroheimoa työn puhtaaksikirjoituksesta sekä
Raili Bergmanla kuvien piirtämisestä.
61. JOHDANTO
Suomen jflevedenpuhdistamot tuottivat vuonna 1975 1ietett noin
72 000 tonnia kuiva—aineeksi laskettuna. Lietemärän on arvioitu ole
van vuonna 1980 jo noin 100 000 tonnia ja vuonna 1985 noin 120 000
tonnia kuiva-ainetta. Nykyisin lietteestä käytetään hyväksi suunnil
leen 30 % lannoitus- ja maanparannustarkoituksiin (LATOSTENMAA 1976).
Jätevesilietteen arvo lannoitteena ja maanparannuzaineena on tunnus
tettu, mutta lietteen hyödyntämiskelpoisuuteen vaikuttavat lisäksi
sen mahdollisesti sisältämät raskasmetallit sekä patogeeniset organis—
mit, bakteerit, virukset ja madonmunat (RUDOLFS ym. 1950 ja LATOSEN
MAA 1976).
Koska liete on yhdistelmä niistä jätteistä, joita joutuu yhdyskuntien
viemäreihin, löytyy lietteistä myös suolistoperäisiä organismeja. Näi
den läsnäoloa pidetään indikaattorina siitä, että samasta ympäristts
tä voidaan löytää myös patogeenisia organismeja. Näiden joutuminen
lietteeseen ja säilyminen lietteessä onkin varteenotettava seikka har—
kittaessa lietteen hyväksikäyttöä. Nykyisillä menetelmillä ei voida
taata patogeeneista vapaata lietettä, johon päästään vain voimakkaal
la lämpökäsittelyllä (ANOI!. 1977 a). Kuitenkaan lietteiden käytöstä
ei ole todettu aiheutuneen tautitapauksia Suomessa (LATOSTENMAA 1977).
Maaperin sekä valunta- ja pohjavesien hygieniaan vaikuttavat sekä
patogeenien säilyminen elinkelpoisina maassa että huuhtoutuminen poh
ja- ja pintavesiin (GERPA ym. 1975). Tämän esityksen kirjallisuuskat—
saukseen on koottu tutkimustuloksia ihmisen kannalta tärkeimpien jäte
vesilietteen bakteerien ja virusten määristä lietteessä sekä elin—
iästä ja huuhtoutumisesta maassa. Jäädytyksen vaikutuksesta lietteen
bakteereihin ei ole saatavissa paljonkaan tutkimustuloksia, mutta muu
tazat tehdyt havainnot viittaavat siihen, että pelkkä luonnollinen
jäätyminen saattaisi tuhota tietyt bakteeriryhmät varsin tehokkaasti.
Tästä johtuen on tämän työn kokeellisessa osassa tutkittu jäädytyksen
ja sulatuksen vaikutusta tiettyjen lietteen bakteerien säilymiseen
sekä lietteessä että liete—maaseoksessa.
2. hJhJALL2UJihATJAUd
2. TRKEIMT JITEVESILIETTEEN BAKTEEhIT JA VIRUKJET
E.JJ Y 1 e 1 s t
JCfevesiliet’eer nik beista ovat iietteen hy7dyntärnisen kannalta
tärkeimpiä patcenit. N%rrfl ova oranismja, Jotka aihe tt.avat tau
teja ihmiselle, elimilie ja kasveille. Niihin aoioluu bakteereja,
viruksia, alkueluimiä ja lisnatoja. erkittävinniä näistä ovat Sai—
monella-suvun bakteeri ja vioaset (FDSTER ja ENGELBRECHT 1°7).
Jätevesil*tenn ratogeeiit iviäv9t ihmIsen ja eläinten alo:teiden
välityksllä ja aiiuttavat useimmiten suolistoinfektioita. Niiden
leviäminen liittyy yieens veden kiertoon ihmistaloudessa (PIKE ja
CARRINGTON i97). Vaikka kasvinatogeenlt ovat taloudellisesti mcv—
kittäviä, niiden merkitys lietekysymyksissä n ilmeisesti vh9inen
(SEPPENEK 1q75 ja l97). he eivät nimittäin normaalisti levi ihmi
sen la eläinten ätteiden mukana (LATOSTENNAA l76.
On huomattava, ettei patoeeenien esiintyminen lietteessä le välttä
mättä lietettä terveydelle vaaralliseksi. Patoeeneja täytyy olla
infektioon tai intoksikaatioon tarvittava määrä, ja niiden täytyy
olla lisäksi virulentteja eli kykeneviä aiheuttamaan infektion. Vi—
rulenssi puolestaan on riippuvainen varsin monesta tekijästä (FIKE
ja CARRINGTON 1979).
Lietteen hygieeninen tiia on heijastumaa lietettä tuottavan yhdyskun
nan terveydeilisestä tilanteesta. Täten oatoeenien esiintyminenkin
vaihtelee sek ajallisesti että paikallisesti. Naailmanlaajuisesti
yleisimmin esiintyvät taudit ulosteperäisen tartunnan yhteydessä
ovat lavantauti ja pikkulavantauti (GELDRE1CH ja BCRDNER 1971), joi
den aiheuttajina ovat Salmonella-suvun liakteerit. Nmä ovatkin bak—
teereista suurin riskitekijä lietteiden hyväksikäytdssä (SEPPäNEN
1975 ja AhON. 1977 a).
Lietteen hyieenisen tilan kuvaajina käytetään mys vesihygenian
indikaattoriorganismeja, fekaalisia koliformeja ja feoalisia strep—
tokokkeja, joiden joukossa on muutamia patogeen(sia kantcja. Yleensä
näillä bakteerirylimillä r v.in indikaattorinv- , niiden esiintyni—
nen nyteessä nri s us s1s ccc i3zä kcn rinaacZ eta.
C1ostridio Fr j vuid rnyk5 dä r ikaattonila—
jina, mutta s n r, j c lirpa sgen
Tässä ecit.j s-ss? c—s itj io’so zst aapae-i usa rainitu,:en
liakteenien r rr5r , uI kuu uol1le dl .äu msuc ratneenZset laj it,
joilla saattaa olla ajs 1 t a la pui 1:ai ta mer uystä, tiäistä voi
daan mainita bakteeipun taudin aiheutajat, Ihigelia-suku (GELDREICH
1972), hengitjselinsnfektiota ahcuttava Klebsiellapneumoniae
(BUCHANAI1 ja äIFdDk’ 1075), haavatriahduksia aieuktava Eseudomonas
aeruginosa (PEHMEä ja ILARII t) , ihmis— ja eläintciberkuloosia aiheut—
tava Mycobacteriur ubercu1osis (GFEEHEERG js KUIKÄ 1157) sekä muu
tamat eläinpatogeenit, kuten Bari1lus_anthracis (ANON. 1972 b) ja
Brucella abortus (WRA 1975). Muutamat näistä ovat hyvinkin kestäviä
ulluoisia olosuhteita kuten 1ietteenkäsittlyä vastaan, mutta niillä
ei ole yleisesti sanaa meroi:ystä kuin salmonelii1la.
Jätevesilietteen ksittelyssä ja hyviksiaäytässä voidaan olettaa mah
dolliseksi seuraavat in1evtioritit, 1) juomaveden kontaminoituminen,
2) karjan infektoituminen laitumen kautta, ) kontaminoituneiden
tuotteiden 1e1ritt4u inlektin, t) hylntoi tor tai nuidr eläinten vI—
littäsiä tartiinta ja ) lietel-tä kJ-stte1evien tidntekij5iden Tsuora”
sairustumirien (TULLÄTIIDEE 1072)
I.l2lalruorel a—uku
Salmonollut saat t5r’ueimpiä ja tu ii-uincia suoliotoperäisiä latogee—
neja. luvusta on tähän mennessl tunristettu noin 1 9pn serotyyrpi
(laj ja) , joiden luurnel 1 ison elinympäri s on 1 rminver star eläinten
suolisto ja J tka k kki ovat patogen siaihmise 1 ai eläinille
(cARRINGTb 1070)
Sa1nne1la—s;uu kuuluu Erterohacteniaueae—1;eimor, johon kuuluvat la—
it caa c:ae—rugao-uiiu. sauvanalsio haas ereJ a, joilla on vaihtele
va kyky mud staa
-
y 1 ui il yduaar jota ppoja ( raito, etik—
a—, ror k a suo r uj i ( a
Lrterc__aer caeh nar a i J a bosa luLultatlivisia an—
aero , Ja LusaTuut iarou -rrci. Lt.-isua n-cp uraa hiilihyd—
raattier terneuuaaii 0, 1 t rucn osugaaniset
yhdisteet voivat toimia respiraation substraatteina (STANIER ym.
1977, p. 612). Salmonellat ovat 1iuttom1J penitrikkisesti flagel—
loituj a ja kykenevät siis liikkomaan. Ne eroavat fekaalisista koli
formeista mm. siten, että ne eivät kykene fermentoimaan laktoosia
(STANIER ym. 1977, p. 617). IAYn (1970, p. 200) mukaan salmonellat
kykenevät kasvamaan pE-alueella 0,5 9 ja lämpötilarajoissa 5,5
0
.
.05 0, optimsn ollessa 5i 0.
Salmonellainfektiot voidaan taudinkuvansa perusteella jakaa kahteen
ryhmään: yleisinfektiot ja suolistoinfektiot. Molempien tartuntaläh—
teenä on kontaminoitunut ruoka tai juoma, yleisinfektiossa tauti ei
raj oitu pelkästään ruoansuiatuselimistöön, vaan taudinaiheuttaj a
tunkeutuu muihinkin kudoksiin. Vaikein ja tunnetuin yleisinfektiois
ta on lavantauti, jonka etiologinen agentti on 5. typhi. 5. paratyohi
yleisinfektio on edellistä lievempi, kuten nimikin, pikkulavantauti,
osoittaa (JAY 1970, p. 259). Lääkintöhallitus luokittelee molemmat
mainitut infektiot yleisvaarailisiksi tartuntataudeiksi (ANON,
1978 a). Lavantautitapauksia on tullut Suomessa vuosittain tietoon
1970—luvulla 0 — 12 kappaletta, ja pikkulavantautitapauksia vastaa
vasti 50 - 60 kappaletta (ANON. 1977 ö).
Salmonellasuolistoinfektioita aiheuttavat lajit ovat tavallisten
ruokamyrkytysten, salmonelloosien, aiheuttajia. Infektioannos on
näissä suurempi kuin yleisinfektioissa, yleensä luokkaa 106 -
solua/g (IAY 1970, p. 207). Tällaisen kasvuston syntyminen edellyt
tää rikastumista elintarvikkeissa eikä näinollen ole suoranainen
seuraus kontaktista jätteisiin (ANON. 1977 a). Näitä infektioita il
menee vuosittain Suomessa noin 1 500 tapausta (ANON, 1977 b) ja sal
monellat ovat huomattavin ruokamyrkytysten aiheuttajaryhmä. Maail
marlaajuisesti on 5. typhimurium merkittävin salmonellainfektioiden
aiheuttajalaji (JAY 1970, p, 205).
2.15 E e k a a 1 i s e t k o 1 i f o r m i t
Kolimuotoiset bakteerit eli koliformit kuuluvat salmonellojen tavoin
Enterobacteriaceae-heimoon. Koliformit ovat gram—negatiivisia, itiöt
tömiä sauvamaisia bakteereja, jotka kykenevät muodostamaan happoa
ja kaasua laktoosista 08 tunnissa 55 — 57°C:ssa. BUCHANANin ja lIB
BONsin (1970) mukaan koliformeihin kuuluvat i’vhmät Escherichia,
1.0
Citrobacter, Nlebsiella ja Enteruöacter. Käytännön ttkirsuosen kan
nalta tärket fekaaliet eli uiotef)Präist kolifrmit, joita sar
taan myös termotolerunteiksi koliformeiksi, eroavit kokonaiskolifor
meista juuri lämmönkesto-ominaisuuksienua perust ocla Tätä köytetään
hyväksi niiden identifioinnissa, ne kasvavat hyvin 04 — 00,5°C:n 1dm-
pötiloissa, joissa useimpien muiden öaLeeniiajien kasvu on estynyt.
Ryhmän tyyppilaji on Eschenichia_coli, joka kuuluu ihmisen ja eläin
ten normaaliin suolistoflooraan, CARRINGTONin (1978) mukaan tätä la
jia on tunnistettu 160 serologista ryhmää, joista vain muutamat ovat
ihmispatogeeneja, Nämä voivat aiheuttaa vakaviakin suolistoinfektioi
ta, etenkin lapsilla, sekä lisäksi virtsatiehyttulehduksia, DUPONT
ym. (1971) esittävät enteropatogeenisten E. coli—kantojen infektio
6 10annoksen olevan aikuissile luokaa 10
— 10 solua/g. Useimmat Yhdys
valloissa esilletulleet E. coli—ripulitapaukset ovat saaneet alkun
sa pilaantuneesta juomavedestä (GELDREICH 1972).
E. coli-bakteeria ei kuitenkaan yleensä tutkita sen patogeenisuuden
vuoksi, Laji on vesihygienian tutkituin bakteeri, ja sitä pidetään
indikaattorilajina. 3en löytymisen katsotaan osoittavan todennäköistä
ulosteperäistä saastutusta näytaeess (SRANIER ym. l77, p. 028).
2.114Fekaa1ist streptokokit
Fekaaliset streptokokit on takoonomisesti yhtä epätarkka kokonaisuus
kuin fekaaliset koliformit. Tavallisesti tähän ryhmään luetaan kuulu—
viksi kaikki Lancefieldin serologisen ryhmän D streptokokit. NIVEITin
(1965) mukaan tähän kuuluu 9 lajia: 3. faecalis alalajeineen, 3.
faecalis var liquefaciens ja 3. faecalis var almogenes, 3. faecium
ja tämän alalaji 3. faecium var durans, 3. bovis sekä 3. equinus.
Streptokokit ovat aerobisia, hieman peukistyne’ssd losuhteissa viih—
tyviä eli mikroaerofiilojä, gram-positaivisia kokeja, joka mielel
lään muodostavat ketjuja. Lähinnä 3. faealis ja 3. faecium variant
teineen kuuluvat ryhmään, jota kut sut.aan enterokokeiksi.
Fekaalisten streptokokkien elinmnäristö on tasalämpöisten eläinten.
suoi’sto. 3 faecalis asustaa ihaispn uo1istosa, sekä lajit 3.
faecium, 3. bovis ja 1. equinus eotiElirten suoli tosa. Fekaalis—
ten streptkokkien or todettu vvan wpötlara’ Issa - 5000
“sekä koliformeja laajemmalla pH-alueella Monet kannat ovat fakulta—
tiivisja Psykrofiilejä (JAY 1970, p. 176).
Sen lisäksi, että fekaaliset streptokoy ovat koliformien ohella
tHrkein hygienian indikaattoniryomä ne saattavat aiheuttaa myNo lie
viä ruokamyrkytyksiä JAYn (1970, p. 210) mukaan pääasiallinen syyl
linen on laji 5. faecalis, infektioon tarvittava solumäärj on i6
lo kpl/g.
Lajilla 5. faeealjs on havaittu olevan merkitystä myös kasviskäymj•
sissä. Sillä on osuus mm. liapankaalin (BINSTED ym. 1971, p. 200) ja
suolakurkkujen (PEDERSON ja ALBUy 1956 sekä MUNDT ym. 1967) käymis
prosesseissa 5. faecalis ja 5. faecalis van liquefaciens osa1liF3tu
vat painorehun fermentointiin (LANOSTON ja BOUMA 1960). Tämä saattaa
tarjota myös erään kontaminaatiolähteen tälle lajille, mikä puoles
taan vähentää sen arvoa fekaali•indikaattorina
2. 15
_
_
_
_
Clostridium perfringens on anaerobiryen, aerotolerantti, itiöitll muo
dostava gram-positivi00 liikkumaton sauva. Se lienee maapallon
yleisin patogeenine bakteeni ja voi olla enistettävissä lähes mistä
tahansa. Niin maaperä, vedet, suolisto kuin ulosteetkin ovat sen
normaalia kasvuympärist (SMITH 1965). Se kasvaa COLLEEn ym. (1961)
mukaan lämpötilarajoj55 20
-
50°C, optimin ollessa 05
-
SMITHin (1965) mukaan 0. Pefningens•lajin pH-optimi on välillä
6,0
—
7,5, mutta kasvua on todettu rajoissa 5,0 — 8,5. perfringens—
bakteerin itiöt ovat kuitenkin erittäin resistenttejä ja voivat kes
tää esim. keittämistä jopa 1
-
6 tuntia (HQBBS 1965).
Cerfningen5•bakteeria voidaan pitää myös fekaalj-indjkaattonina
On nimittäin ilmeistä, ettei itiÖitä muodostu muualla kuin suolis
tossa (HAU5CHILD ym. 1971), joten itiöt lienevät aina fekaalista al
kuperaa Kestaat itiot voivat uitcnkp sallya kauan aikaa ja kul
keutua pitkiäkin matkoja, joten itiöt eivät välttämättä ole osoitus
tuoreesta eivätkä kovin suuresta fekaalisesta kontaminaatiosta
9. perfningens aiheuttaa usoi1 eläinlajejl suolistotulehduksia
ja punatautia sekä ihmisellä kasoukuoliota ja ruoliamyrkyy5i Ruo
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kamyrkytys on mekanismiltaan intoksikaatio, toksiini vapautui siolis
tossa iti6iaen muodostumisen yhteydessä. Intoes4kaation oireet tuot
tava solutiheys on noin kpl/g (HOBS 1i65). K’tasuluolio sekä C.
tetanii—lajin aiheuttama jäykkäkouristus ovat vaarallisia varsinkin
lietteen parissa työskenteleville, ko:ka ne voivat aiheutua suoras
ta kontaktista liett°eseen. ‘lämä myrkytyks°t synt,vt takteerin pä&s—
tessä ihon sisään esim. haavan kautta (STANIER ym. 1977, p. 817).
2.16 V i r u k s e t
Jätevesissä tavattavat virukset ovat LUNDIn (1975) mukaan suolisto
peräisiä, koska ne ovat ruoansulatuselimistön asukkeja ja siirtyvät
jätteisiin ulosteiden ja virtsan mukana. Vesissä tavataan hänen mu
kaansa enteroviruksia, jotka ovat ryhmä picornaviruksia, reoviruksia
sekä adenoviruksia. Näiden lisäksi on vielä ma!nittava hepatiltti A, jota ei ole
vielä onnistuttu eristäirään jätevesistä. Enteroviruksiin kuuluvat polio-,
coxsackie- ja echovirukset (GRABOW 1968). CLARKE ja KABLER (1964),
GRAB (1968) sekä LUND (1975) ryhmittelev!t jätevesissä tavattavat
virukset, kuten taulukossa 1 on esitetty.
Taulukko 1. Jätevesissä tavattavat virukset ja niiden iiheuttamat
infektiot.
Virus Tyyppien Tauti
lukumäärä
Poliovirus 3 Lihaoten halvaantuminen, asepti—
nen aivokalvontulehdus, kuume
Coxsackievirus A 24 Kuume, pahoinvointi, ripuli, li—
haskipu, paralyyttinen polio,
asept. aivokalvontulehdus, hepa
tiitti
Coxsackievirus B 6 Samat kuin ed.
Echovirus 33 Samat kuin ed.
Adenovir’IQ 33 Kuumo, hengityselinten sairaudet,
silmätulehdus, joskus kesPushenos—
to— tai suolioto—oireita
Reovirus 3 Tavattu hengiryselinsairauksien,
tavallisten influenssien, ripulin
J9 hepatiitin yhteydezsä, etenkin
lapsilla
Fepatiitti A virus 1? Ki’ietta, pazaoiaavoir’ia, ripusia
13
Kuitenkin em. hepatiittivirus on ainoa, jonka on todettu levin
neen jätevesien välityksellä (CLARKE ja KABLER 1964
sekä GELDREICH 1972). Virusten epidemiologista jäljitystä vaikeut
taa se, että yksi viruslaji voi aiheuttaa monenlaisia oireita ja
tietyn taudin oireet taas voi saada aikaan useampi kuin yksi virus-
laji (LUND 1975 ja CARRINGTON 1978). Lääkintöhallituksen mukaan Suo
messa ei esiinny poliovirusta (ANON. 1978 a).
2.2 LIETTEEN KÄSITTELYMENETELMIEN VAIKUTUS BÄKTEERIEN MÄÄRÄÄN
2.21 Y 1 e i s t ä
Bakteerien ja ennenkaikkea patogeenien poisto jätevedestä on saanut
runsaasti huomiota osakseen alan tutkimuksessa, kim taas jätevederijiti
distuksessa kiinteään faasiin eli lietteesen joutuvat taudinaiheut—
tajat ovat jääneet edellistä vähemmälle. Lietteitä on lisäksi usein
tyydytty tutkimaan vain kvalitatiivisesti, eli osoittamaan, onkö
lietteessä patogeeneja vai ei. Valtaosa stabilointimenetelmien ‘te
hokkuutta koskevista tutkimuksista on keskittynyt salmonellojen re—
duktioon lietteenkäsittelyssä.
Patogeenien esiintyminen lietteissä on heijastumaa puhdistamoa käyt
tävän yhdyskunnn terveydellisestä tilasta. Täten on odotettavaa,
ettei tavallisena epidemiattornana aikana esim. salmonelloja joudu
jätevesiin ja lietteisiin edes havaittavia määriä (FORSEN ym. i976).
Tutkimukset onkin usein jouduttu suorittamaan keinotekoisesti istut—
tamalla puhdasviljelmää raakalietteeseen, ja seuraamalla tämän solu
tiheyden alenemista käsittelyn aikana. Nämä tutkimukset eivät sIis
anna luotettavaa kuvaa lietteistä tavattavien bakteerien absoluutti
sista määristä, ainoastaan lietteidenkäsittelymenetelmien aiheutta—
masta reduktiosta tutkittavan organismin osalta. :
O
On huomattava, että seuraavissa kappaleissa ilmoitetut bakteerimää
rät lietteen paino- tai.t4.lavuusyksikköä kohti eivät ole välttämt
tä vertailukelpoisia keskenään eri olosuhteissa. Pitoisuudet on
yleensä ilmoitettu lietteen kuiva-aineyksikköä kohti, ja lietteiden
kuiva-ainepitoisuudet vaihtelevat huomattavasti samankin puhdistus—
laitoksen sisällä, sillä ]ietteiden käsittely muuttaa sekä kuiva
ainepitoisuuksia että lietemätiriä (PUOLANNE 1978).
222 S a 1 rrone 1 ja s i u
RINNE (1970) toteaa kirjal1isu:jskassaiksessaan jätevedestä ncistujao
aktiivilietealsittelyb:ä 7 - 10° 5 salma;elloista, jCiStd osa situ
tuo aktiivitieteflok± itin Täten ylijäämäliete on salmorellapitois
ts. Valtaosa baliteeneissa anitenaln ooistu tutaalssesti vesl—liete—
kierrosta, jon0umella niesie1äintn ravinnoksi (CURES ja FEY 1069
sekä van der DRIFT ym. 19). Raakalietteeseer joutuu siis vähemmän
bakteereja kuin jäteveteen.
McKINNEY ym. (1953) tutkivat Salmonellatyphi—lajin nitoisuuksia 05.
high-rate mädättämössä, He eivät tavanneet havaittavia määriä tätä
bakteeria tutkimistaan jätevesilietteistä Bostonissa. Käyttämällä
suurta keinotekoista infektointia he havaitsivat, että mädättämössä,
jossa vive oli 6 cl, salmonellanitoisuus väheni 30 :3 ja mdättmU
sä, jossa viive oli 20 d, vastaavasti 92 %, HALES (1970) löysi mädä—
tetyn lietteen näytteistä puolessa (5/6) salmonelioja, kun taas kui
vatusta mädätetysiä lietteestä näitä löytyi vain yhdessä nytteessä
27:stä. DAIIIELSE0N (1977) puolestaan havaitsi 1. enteritidis-lajin
säilyvän paremmin mädätetyssä kuin lahotetussa lietteossä,
FARRELL ja ETEEN (1070) esittävät lukuja salmonellojen pitoisuuksis—
ts jätevesilietteessä. Raakaliottuussä oli heiän tutkimallaan puh—
distuslaitoksella salmonelloja 060 kpi/g nestemäistä lietettä, Mdä—
tetyssl lietteessä näitä oli 30 kpl/g ja lahotetussa 150 kpl/e. Kal
kitusta littstä (p13 11,5) he löysivät salmonolloja enää alle
5 kpl/g. Toisella pulidistamolia he löysivät mädättämättömästä liet
teestä saimonelloja 200 kpl/ilo ml lietettä, mesofiilisesti (55°C)
mäd5tetystä 25 kpl/100 m1 ja termofiilisesti (07°C) mädätetystä liet
teestä näitä ei enää tavattu. LECLERCin ja BRQUZEEin (1975) tiitkimuk—
siss r ks1etteen ssononellapitoisiis vaihteli 1
— 1 CflO kpl/lflfl ml
lie t c t t 1,
HESE ja EREER (1975) löysivät salmonelloja Sveitsissä raakaliettees—
tä leskimäärin 10 kol/l, maksimin ollessa 10 kpl/i. Mädätetystl
±eteestä ritl loytyi keskImäärin kpi/l, maksirjra i01i/i, Raa
kalierenäyttelstä yli 0 5 sji rät1 bakteereja. Si’IIEII ym. (1970)
havaitsivut uompcstsimsttorsssa 5 ?Itec ci lietteessl li °on salme—
ril aa 1( 0 ml : ss liettt ca immpotoidusta lict test0 nält 1
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löytyi alle 3 kpl/100 ml ja 56°C:ssa kompostoidasta , pl/l0O ml.
ARGENT ym. (1977) Iöysi7ät raaka’ieteest$! sam’ne1lo’a .‘. 5 kpl!
100 cm3 ja ensi asteen mädättärnen lietteestä 1G — 12 kpl!lOC m3.
RINNE (1974) on tutkinut Helsingin jätevedenpuhdistamoiden raaea
ja hautomolietteiden salmonellapitciruuksia. Eri puhistarriden kes—
kiarvot vaihtelivat seuraavasti: raakalietee ,O — 22fl :pI salmc—
nellaaflnl,mädätetyt lietteet, yksittäiset tai ensi vaiheen mfdättä—
möt 0,00 — 15 kpl!ml ja mäd’ttetyt lietteet, carjan viimeisenä ole
vat mädättämöt 0,OC
— 0,09 kpl!ml. FflRSEN jm. ,97r) eivät lytäneet
salnonefloja Cul’in kaupungin jteveatietteistf1 tutkimusatcanaan
(heinäkuu 1974 - syyskuu 1975). Kyseessä oli kalkkiliete. LATOSTEN
MAA ym. (lfl7L) löysivät Helsingissä biologi°esta raakalietteestti
2, kpl salmonelloja!lOO g lietettq. TUKIA flF, tutki 10 eteläsuo—
malaisen puhdistamon lietteitä. Kaikki raaI’a1iattee sisä.siv!t saI—
monelloja, pitoisuus oli vain muutama solu!g kuva-ainetta. Näitä
bakteereja ei kuitenkaan ollut kalkkistabiloiduissa ja kuivatuissa
lietteissä. Mädätetyistä ja lahotetuista lietteistä niitä taas 15y—
tyi. PUOLANHE (1976) on koonnut UKIAn tutkimusten perusteella liet
teiden bakteeripitoisuuksia jotka on esitetty taulukossa 2, sivulla 16.
2.23 M u u t b a k t e e r i t
Kosl’a jätevesilietteen bakteereista ki innostavimpia, salmoneflrija,
ei useinkaan ole lietteissä savaittavia määriä, niiden esiintymisen
todennäköisyys on pyritty laskemaan indikaattoriorganismien lukumää
rän perusteella. Van DONSEL ja QELDREICH (1971) esittävät salmonel
la — fekaaflset koliformit - suhteeksi pohjwudassa 1 : 14 000.
DUIJLOP ym. (1Q52) taas esittävät puhtaissa vesistöissä salmonella —
kokonaiskolifcrmi — suhdetta 1 : 255 ‘00 ja salmcnella - enterokok—
ki — suhdetta i : 4 600.
LECLERC ja BROUZES (1973) tutkivat lietteen mädätystä laboratorio—
olosuhteissa. Mädättämön viive oli 25 d, lämpötila 35°C ja pH välil
lä 7,0
- 7,5. Kokonaisbakteerimäärä aleni mädlltyksessä 90
- 95 % ja
enterobakteerien määrä raakalietteen l0 kpl:stahra 99-99,9 7. IRGENS
ja HALVORSON (1965) tutkivat lalatuksen tehoa niinikään laboratorio—
.
mittakaavassa. Raakflete c13&1sl koliformea ‘i x 10 kpl!ml ja la—
hotettu liete enää 0 — io2 kol!m].
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ja P._aeruginosa-bakteenia 35 kpl/lO0 ml. Mesofiilisn (55°C) mäd”
0
rylsen lkeer oliJaS astat itoisJet l a
05 kpl/IlO ml sekä termofiilisen (o7°C) näiltyksen jälkeen 2 x l0
kpl/l 00 ml ja 0 LoI/lOfl ml. EDMOPDSIn (l97 mukaan mädättt liete
voi sisä1ää koliformeja 1O kol /g kva—aioet;s.
OOUNTS ja SCHTJCKRD (1975) tutkivat kaIliistabil0in1a eilot-olaut
mittakaavassa. Raakelietteessä oli fekaalisia kolifrmeja ,5 x
lo 9,25 x l0 kpl/ilO ml, fekaalisia streptokoakeja 0, 10
—
1,89 x kpl/lOO ml ja P, aeruginosa-akteer0ä 5 000 52 000 kpl/
100 ml. Kun lietteen pö oli vähintään 11,5 jakuntaktiaika 1’?
oli koliformien määrä vähentynyt tekijällä 10 - lu -y fckali1ter
streptokokklen tekijllä 0 - 10 ja P. aeruginosa-määrf tekljällä
2 x 10. SkiLHin ym. (1975) tutkimuksissa raalaliere sisäli fkää
lisia streptokokkeja 2,5 x lO kpi/l00 mi lietettd, fekaalisia koli
formeja 5,0 x lOtkpI/llOml ja P. aeruginosa—bakteenia yli 1 600 kol/
100 ml, Aerobinen kompostointi °C:ssa tuott vtavasti oltoisuu—
det 6,5 x l0 kpl/ilO ml, alle 5 x i kpl/IlO ml ja 5 kpl/1fl0 ml.
09°0:ssa kompostointi puolestaan lisäsi fekaa1istn strepto7okkien
määrää.
äREENBERGin ja KUPKAn (1957) mukaan Mycobactenium tuberculosis-bak
0teeria voi oila raakaietteessä 10 kpl/1 ja vselä mädätetyssäkin
lietteessä lO kpl/l. ARGENT ym. (1977) taas eivät löytäneet tätä
lajia lainkaan tutkimistaan lietteistä. Laji esiintyykin hyvin alu
eellisesti lähinnä sellaisilla pulidistamoilla, joiden piiriin kuu
luu tuberkuluosiparantoloita.
HUHDAN ym. (1978) mukaan jätevesilietteissä on fekaalisia kolifor
meja, fekaalisia etreotokokkeja ja Clostnidium oerfningens-iyyopisiä
bakteerea lC - lObkpl/g, TUKIPn (1970) mukaan raaalietteen kcli
formi- ja 0. perfningens—pitoisuudet ovat luokkaa il
— iC kpl/g
kuiva-ainetta. TUKIAn mukaan kuivatun kalkkistabiloidun lietteen ko
lifermi— ja 0. oerfningens-pitoisuudet olivat alle 200 kpl/g kuiva
ainetta. Kemiallisesti stabiloidun lietteen (ph 9,5) koliformipitoi
suus oli 7,5 x 1l kpl/g kuiva-ainetta. Kuivatussa mädätetyssä liet
teessä oli koliformeja 2,6 x - 0,0 x lU kpi/g ja 0. perfningens
lajia 0,0 x
—
0, x 100 kpl/g kuiva—ainetta. Lahottamlietteis—
tä hän ilysikoliformeja ,0 l
- 2,1 x 10 krl/g aiva-ainetta
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(taulukko 2.). Yhden tutkitun lahottamon )iete sisälsi tutkittavia
bakteereja enemmän kuin raakaliete.
2.2& V i r u k s e t
Virusten määristä ja pitoisuuksista jätevesilietteissä ei ole lähes
kään yhtä paljon kirjallisuutta kuin bakteerien osalta. Kvalitatii
visia tutkimuksia on kuitenkin tehty. Koska käytettävissä olevat vi
nisten identifiointimenetelmät ovat voimakkaan selektiivisiä ja sup
peita, on luultavaa, ettei tehdyissä tutkimuksisa ole saatu kokonais
kuvaa virusongelman laajuudesta lietteissä (FOSTER ja ENGELBRECHT
1974 sekä ENGELBRECHT ja LUND 1975). WELLINGSin ym. (1976) mukaan
16,1 — 100 % jätevesien viruksista on liittyneenä hiukkasiin. Tämä
seikka myös vaikeuttaa virusten eristämistä.
GRABOWin (1968) mukaan suolistoperäisiä viruksia on asumisjätevesis
sä noin 600 TCID50/l00 ml (TCID = tissue culture infeative dose,
TCID50 virusmäärä, joka aiheuttaa 50 %:ssa kudosviljelmiä infek—
tion). CLARKEn ja KABLERin (1964) mukaan keskimääräinen enterovirus
ten pitoisuus asumisjätevesissä on 500 PPU/100 ml (PFU = plaque
forming unit). Heidän mukaansa virus - koliformisuhde on noin 1
100 000. Virukset ovat runsaimmilaan loppukesästä ja alkusyksystä
heidän havaintojensa mukaan. Suolistoviruksia onkin löydetty raaka
lietteestä (MACK ym. 1958 ja PALPI 1973). tUOKin ym. mukaan virusten
esiintymisrunsaus seurasi koliformien ja enterokokkien runsauden
vaihteluja. PÄLPI löysi suolistoviruksia myös mädättämölietteestä.
EISENHÄRUT ym. (1977) käyttivät koeorganisminaan coxsackievirus
B 3:a ja totesivat mädätyksessä tapahtuvan tämän viruksen inaktivoi
tumista. Prosessi ei kuitenkaan kokonaan inaktivoinut virusta. He
esittAvät, että inaktivoiva tekijä syntyy nimenomaan mädätyksessä.
WARD ym. (1976) selittävät, että mädätyksessä syntyy virusidinen te
kijä, joka tuhoaa ainakin polioviruksen. Raakaliete oli heidän mu
kaansa virusta suojaavaa.
WILEYn ja WESIERBERGin (1969) mukaan poliovirus 1 kuolee kokonaan
kompostoitaessa 60
— 76°C:ssa yhden tunnin ajan. Myös POLIGUET ja
DONCOEUR (1972) saivat saman lopputuloksen poliovirus 1:n ja cox
sackieviruksen osalta lietteen paetörninnissa.
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FORSEN ym. (1976) löysivät yli vuoden koaiil’a.ra c”lun kaupangin jä
tevesistä ainoaataan kahdesta aäyttee.t ei.ter Ji’ukbla KciLckiliet—
teestä näit!i ei enää löytynyt.
Sekä virusten että bakteerien salta cn ,1uorattavc, ett latcratcrio—
mittakaavassa tehdyt kokeet ai1tavat liiar optimitisn kuiai itt•
teenkäsittelymenetelmien tehoeta. Suurissa lietteenkt -ittely—ykci—
köissfl ei esim. kahcitus cnhflstj tasaisetti krk.. lieterassaan. Sa
moin viive vaihtclee saman fet.s—erän kohdalla, rsa seistä
kauemmin kuin teOreettInen viive csoittaa, oca voi taas “virrata lä
pi” nopeammin (B’OSTER ja FIIQELBRECHT 1974 sekä LFGPtI1 197’7.
2.3 LIETTEEN BAKTEERIEN DXILYI4fl4EN MAAPERXSSX
2.31 Y 1 e i s t ä
Suolistoperäiset bakteerit ja virukset ovat jätteissa ja maaperässä
normaalin kasvuympäriotnsu1kopuolella. Ne eivät näissä clnsuhteis—
sa kykene kilpailemaan tämän ympäristön alkuperäisen fiooran kansaa
elintilasta ja ravinteista. Ne eivät yleensä pysty iisäntymään maa-
perässä, vaan tuhoutuvat vähitellen.
Mikro-organismien kuolemisen ainoana iriteerinä on reproduktio’yvyn
palautumaton menetys. Kun puhaas wikrobipoulaatio saatetaan alttiik
si letaalille tekijälle, populaation kuoleminen tapahtuu eksponen—
tiaaliseoti. Elävien määrä vähenee geometrisesti ajan mukana, kuo
linkäyräksi puolilogaritmisella asteikolla muodostiu suora viiva
(STANIER ym. 1977, p. 25). Pop’ila&-iosta siis tietty osuus, eikä
tietty absoluuttinen määrä, tuhoutuu tietyssä ajassa. Tästä voisi
päätellä, että samassa ympäristössätietty organismi tuhoutuu 100-
%:sesti aina samassa ajasea riippumatta alkuperäisestä populaatioti
heydestä. Asia ei kaitenkaan ole n4in yksinkertainen. Jos alkuperäi
nen solutiheys on esim. l0 kpl/ml, on 99,9 :sen redukton jälkeen
pitoisuus vielä 106 kpl/ml. Kun taas alkuperäinen solutihey. on vain
l0 kpl/ml, ja samassa ajassa kuin edellisessä tapahtuu 99,9 %:n re—
duktio, jää jäljelle vain 1 solu/ml. Tämä on useinkin alle havaitta
vuusrajan, ja populaation voidaan katsoa tuhoutuneen kokanaan. Siis
myös lähtökonsentraatio vaikuttaa tuhoutumisnopeuteen. Sen vuoksi
ei olekaan järkevää l’ikontaisia “srlyrrisalkoja” tie—
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tyissä olosuhteissa. Parempi tapa on ilmoittaa esim. desimeroitums•
aika, eli aika, jolloin alkuperäjneii solutiheys on pienentynyt 1/10-
osaan, vai vastaavasti 99 %:n tai 99,9 %:n reduktiodika. On myös il
meistä, että suuri Populaatiotiheys “suojelee’ bakteereja paremmin
kuin alhainen, joten on asiallista ilmoittaa myös lähtökonsentraatio
eli solutiheys nollahetkellä Jätevesilietteen stabiiointjmenetelmät
määrääv sen löhtötason, josta lietteen bakteerien reduktio maassa
alkaa.
2.32 Sa lm on eila
-
suku
RUDOLF5i ym. (1950) mukaan Salmonella_typhi-bakteerj säilymistä
maassa alettiin tutkia jo viime vuosisadalla Näissä tutkimuksissa
todettiin tämän lajin säilyvän maassa 24 tunnista 400 päivään. No—
keet tehtiin istuttamalla suuri pitoisuus puhdasviljelmää koemaahan,
BEARO (1940) seurasi S. typhi—baktpr maaperässä yli 4 vuoden ajan.
Hänen mukaansa tärkein säilymiseen vaikuttava tekijä oli kosteus, tä
hän liittyvät ilmasto-olosuhteet maan kosteudenpidätyskyky ja lämpö
tila. Auringonvalolla hän totesi olevan letaalin vaikutuksen, tosin
vain pintakerroksissa Säilyminen oli edelleen parempaa luonnonmaas
sa kuin Ptepitoisessa maassa. Tämä viittaisi lajin kärsivän kilpai
lusta, BEARD yleistäji, että 50 % lavantautihakteepista todennäköises
ti kuolee 48 tunnin kuluessa maassa, loput saattavat ulää kuukausia.
Happamuudella ei ole hänen mukaansa merkitystä niissä rajoissa, missä
normaalin viljelysmaan pH vaihtelee. Hän ei myöskään todennut Proteus
vulgaris— ja Pseudomonas fluorescens•1aej1la olevan antagonistista
vaikutusta Srphi-bakteeriin RUDOLFS ym. (1950) viittaavat kuiten
kin myös päinvastaisiin havaintoihin antagonismjn suhteen. MALLMANN
ja LITSKY (1951) toteavat, että S. typhi tuhoutuu maassa huomattavas
ti nopeammin kuin enterokokit
GLATHE ym. (1963) vertasivat 5. enteritidis- ja 5. cairo-lajien säi
lymistä eri maalajeissa, Ne säiiyivt huonoimmin saviliuskemaassa
tätä paremmin lössisavimaassa ja parhaiten podsolimaassa. KÖSER (1967)
havaitsi salmonellojen säilyvän kasveissa 35 ja maanpinnassa 69 päi
vää lietteen maahanlevityksen jälkeen. Kun maa kynnettiin heti levi
tyksen jälkeen, ei salmonelloja havaittu enää 14 päivän kuluttua.
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HAGENRUD (1969) infektci kahden1aatuist koewaatt L’. typhimurium
bakteerilla, käyttäen lisP’ksi erisuuruisia l4etepiis.a’sia. Viiden
kuukauden tutkimusajan perusteella hPn esitti, ettei maan aedu1!a
eikä lietteen mLrällä ole sanottavaa merkitystä e’ eorganismin sMi—
lymisessä liete—maaseoksessa, t!rkein tekij!! tässi n lämpötila.
150 d:n aikana väheni siirrostettu patogeenimä’rä ‘C:esa tekijAllä
_o2, 150C:ssa tekijällä 10 ja 5D00:zsa tekiJäll& lO.
BIESOLD ja BEHREHD (1970) tutkivat laitumen kastelusaa käytetyn j
teveden salmonellapitoisuutta. La-’tumelle menevästä vedestä tavat—
tim talmonellaa hieman yli puolesta nytteirtg. Niiden t.4ettiin
säilyvän laitumen ruohoissa kuitenkin vain seuraavaen päivään, joi
loin niit löydettiin 13,5 Z:saa n4ytteit1.
PAYLOR ja BURROWS (1971) havaiteivat 3. dublin-laj.In sfllyvän maaa
sa 12 viikkoa Ja ruohossa vain 13 päivää. Kc tehtiin istuttanalla
koe—organismia lantaan, jota levitettiin laitumelle. tai sä1vi oa
reimnin kuin E. aali samoissa olosuhteissa. FINDLÅYn (1972; mukaan
sama laji säilyi paremmin karjan lannassa syksyllä kuin talvella
niinikään laitumelle levitottyn&.
THUNEGÄRD (1975) totesi kylmissä pohjoismaiaissa olosuhteissa salmo
nellojen säilyvän paremmin 1 — E°C:ssa kuin 1 - 200C:ssa nestemäi—
sessä lannassa. Hän sekoitti &% wkmeen eri znaaajiin ja toteri,
että salmonelloilla on sama elinkyky kaikissa maalajeissa. Hänen
mukaansa kylmillä ilmastoalueilla näm! lajit säilyvät maassa varsin
pitkään. Maanpinnalle osuvan auringonsäteilyn vähyys parantaa niiden
säilyvyyttä. Salmonellat säilyvft hänen nukaans lantapitoiaessa
maassa yli vuoden.
JEPSEN (1976) ei löytänyt salmonelloja enää 6 kk:n kuluttua maista,
joihin oli levitetty sekä teurastamolietettq että teurastamojättee—
töntä lietettä. Nämä oli kynnetty maahan heti levityksen jälkeen.
LATOSTENMAA ym. (1974) tutkivat maa-lieteseoksen bakteerpitoisuuk
sien vaihteluja talviaikaan. Salmrneflojen määrä laski 99 ‘ 14 päi
vässä.
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2.33 F e k a a 1 ± s e t o 1 1 f o r m ± t
RUDQLp5
,
(195o) esjtv Kirjallisuu että luonn.
maassa E. coli, samnjn :uin Enterobacfe. aerogenes cäiJyv kauemmin
kuin tp U1os E coL ei sajJ niin hv maassa
Heidän mukaansa se kuit elilyy todn auemm kuin
useim muut suolist3pers aatogee j LIT5y (1951)
totesivat myäs kolif(rnien s%i1yv maassa kauemmin kuin enterokok•
luen ja yphibakteer IJäiderj lajien såilyminen parani maan or
gaanisen aineen 05uud lis (ij ja CIDA 1967). Sama seikj(a pä
tee yleensä maam nom1aalinkin oloor suhteen (GRAy ja WALLACE 1957)
CUTH3ERT ym, (J955) totesivat maan happamljuden Säätelevän E.co
bakteerin 5äilynistä Kalkkimailia (pH 5,8 - 7,7) tämän lajin pitoj
suus laski 99,9 1 24
-
50 d:ss3, kun taas happaml0 (pä 3,8 -
turvemailla 99,9 1:n reduktio tapantui jo 10 d:s, Yhdellä kalkki
maista he havaitsijat k1kjkas siten, että 3 kli:n jälkeen pitoi
suus oli vielä yli kolminkertainei alkuperäiseen verrattuna Saman
ilmjän havaitsivat myös GLATHE ja MAKAkrI (1963) maahan levitetyssä
tuoreessa lietteessä
Van DONSEL ym. (1967) tutkivat fekaaljsten kolifoismien ja fekaa5•
ten strentoknekipr 5ilymi maassa nrj vuodey1akoina KoljfoImien
90 1:n redufrtioaika ±i kcsl 3,3 d ja syksyiJ, l5, d. Kesällä
nämä 5äilyiv hieman streptokokkoja Paremmin syksyllä yhtä kauan,
mutta talvella ja kevH1l5 streptokokt 5äilyiv huomattavasti koli—
formeja paremmin H havaitsivat my ei•fekaalisten koliformien jäl—
kikasvua
ym. (l9zt) tutkivat suolistoperäist bakteerien säily
mistä mullassa johon oli lisätt1 biologjse raakalietetta Koe suo
ritettiin talvella, jo1loi he laskivat fekaalisten koliformien
99 1:n reduktjoajaksi 1,5 kk. HJHTA ym. (1978) tutkivat fekaalisia
k0liform JätelietekLtorirh He toteavat korkean pH:n
edistävyn soliform.ien tuhoutumista Täritein havalnt.o oli kuitenkin
heidän mielestään kolitovmien huone pekkaseniesto Näiden määrä las
ki alle havajttavar as’n alveiye0a houta tuhosi koliformit tehok
kaammin ku±p kasaynmpotoint. ty’ koerijuduilla ee havaitsivat
myös jälkik5v.a
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2,5lMuut bakteerit
RUDOLFS1n ym. (1950) mukaan koleraa aiheuttava bakteeni Vibnio
cholerae säilyy naremmin steriilissä kuin luonnonmaassa, kuten muls
3. typhi ja E. coli. Molemmissa ymräristöissä kolerabakteeni säilyy
näitä muita lajeja huonommin.
MALLMANN ja LITSKY (1951) havaitsivat, että enterokokit tuhoutuvat
nopeasti maassa, kuitenkin selvästi hitaammin kuin 3. typhi. CUTH
BERT ym. (1955) totesivat happamuuden sOteievn 3. faecalis- ja
E. coli—bakteenien säilymistä. Kalkkimailla edellinen tuhoutui
99 %:sesti noin 20 — 60 d:ssa, Tällä laj.illa ei havaittu jälkikas—
vua missään olosuhteissa. MEDREK ja LITSKY (1960) ovat löytäneet en
terokokkeja myös luonnonmaasta, jota ei ole käsitelty jätteillä.
Van DONSEL ym. (1967) esittävät Pekaalisille streptokokeille 90
reduktioajaksi kesällä 2,7 d ja talvella 20,1 d. Nämä säilyvät ke
väällä %a talvella koliformeja naremmin.
GREENBERG ja KUPKA (1957) totesivat M. tuberculosis-lajin säilyvän
hyvin sekä luonnonolosuhteissa että jätteissä ja kontaminoituneissa
tarvikkeissa. Maassa tämä laji heidän mukaansa säilyy ainakin 5 kk.
Koska se leviää helposti ilman mukana suoraan hengityselimiin, sen
levittäminen jäteveden mukana pelloille ja laitumille on erittäin
vaarallista,
LATOSTENMAAn . (1970) mukaan fekaalisten streptokokkien tuhoutumi
nen tapahtuu talvella liete—multaseoksessa 99 %:sesti 0,0 kk:ssa.
Heidän lisäkseen ovat van DONSEL ym. (1967) ja HUHTA ym. (1978) to
denneet fekaalisten streptokokkien säilyvän talvella koliformeja
paremmin. KO5Id4ANin (1971) mukaan fekaalisten streptokokkien kuolin
nopeus oli noin 63 3 viikossa savimaassa. Tulos oli sama levitettiin
pä lanta rnaanpinnalle tai 12 cm:n syvyyteen. Koe tehtiin sianlanral
la ja bakteereja tavattiin 6 viikon ajan lannan levityksestä pellol
le. HUHDAN ym. (1978) mukaan fekaalisten streptokokkien määrä vähe
nee nopeasti heti lietteen maahansijoittamisen jälkeen maan happa—
muusasteesta riippumatta. Näitä organismeja tavattiin kuitenkin sa
tunnaisesti läpi koekauden maanäytteissä, mikä saattaa johtua siitä,
että niitä tavataan runsaasti kasveissa ja hyörteisissä (GELDREICH
ym. 1960).
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LATOSTENMAA m. (I9) t’tvat C perringons 1jin 2 :n ieduktio
ajaksi lolosu issa vuo t HUHIA yr J19) jr hauainnset
tämän tiypin baktec iso kohdalia minkäanlaista uähenemistä 6 kk:s
koekauden aiaoa.
2,55 7 i r s e
Virusten elinikää maassa kasatteleviä tutiimuksia on tchiy hyvin vä
hän verrattuna baatereja koskeviin tutkimuksiin (SiRPA ym 1975),
Virusten säilymistä tarkastellaan perusteellisemmin seuraavassa lu
vussa, jossa käsitellään fiakteenien ja viruoter huuhtoutumista maa—
perästä.
2.56 Yht e enve t o b akt e eri en ii ymi —
s e e n v a 1 k u. t t a v 1 s t a t e k i j 2 1 s t ä
Suolistobakteenien elinikään vaikuttavia tekijöitä ovat selvitelleet
muun muassa EUPOLES ym. 1950, ANON, 1971, SiRPA ym. 1975 ja WRAY
1975, Näiden julkaisuj n perusteella voidaan slilymiseen vaikutta
viksi tekijöiksi luetella seuraavat;
1. Ensimmäisenä on mainittava itse organismi. Kestävimpiä ovat
itiöitä tai suojaavia kapseleita muodostavat hakteerit kuten
älootnidium— ja inoilios—suvut sekä Mycobacterium tubereulosis
2. Baktecien on toJttu säil vän paenmin kooteissa kuin kuvissa
maissa. Sateet siis edistävät niiden säilymistä.
5. Edelliseen liittyy myös maan kosteudenpidätyskyky. Hiekkamailla
säilymiian on Luonompaa kuin savianailla, jotka sit ovat paremmin
kosteutta.
0. Alhainen lämpötila edistää säilymistä, Kuitenkin pakkasen on
todettu vaikuttavar letaalisti tiettyihin lajeihin.
5. Ieutaa1sta poikkeava pH yleensä nuonontaa säisyvyyttä. Pato
aeenit vat lisäksi herkumpiä happamelle kuin emäksiselle maa—
perälle
6. ö:ri ngouvalulla on 4 aali vaikutus, joka raj oittuu vain maan
pintakeir’kseer. Ultoavioletilla valolla on baktenisidinen vai
kitu , s ta Suomen iut
- 1oissa kysymys lienee pää—
o1ass i aunirg s5oe lyn ausvat tavata vaikutuksesta.
7. kann onlaanis aineen ei tt ävä p1 toi suus s2ä söi] yvyyttä ja
ikl 5 jO , [)
ii rviorr a i n i ‘ enä.
8. Kilpailevien maabakteerien antagonismi rajoittaa suo1istoeräis—
ten bakteerien säilymistä. Nämä säilyvätkin paremmin stenius—
sä maassa, missä ei ole kilpailua.
9. Bakteenipopula.ation tiheys vaikuttaa säilymisaikaan. Tässä yh
teydessä tulee kysymykseen lietteen käsittelyaste. Mitä tehok
kaammin käsittely poistaa taudinaiheuttajat, sitä nopeammin
jäljelle jääneet tuhoutuvat maassa. Parhaiten patogeeneja tuhoa—
vat lämpNkäsittelyt, kompostointi ja kalkkistabilointi (TUKIA
1976 ja AhON. 1977 a). Lietteen kuivatus kalkkistabiloinnissa
tehostaa vielä menetelmän vaikutusta (PUOLANNE 1976). Liete—
seokset, esim. liete-kuonirouhe, ovat haitattomampia kuin pel
kät lietteet (AhON. 1977 a ja HUHTA ym. 1978). Hygieeniseltä
kannalta arveluttavinta on raakaliete. ULMGRENin (l97) mukaan
kalkkiliete ja pastöroitu liete ovat turvallisimpia (taulukko
5. ).
Taulukko 5. Patogeenien esiintyminen eri tavoin käsitellyissä liet
teissä (ULMGREN 197). 1)
Patogeeni Lietteenkäsittely
raaka- lahotettu mädätetty kalkki- pastöroituliete liete liete staöiloitu 6500, 20 min
Parasiitit
(madonmunat) ++ + + (+) (+)
Virukset ++ + + (±)
-
Salmonella ++ + (+) +
—
—
1) Kuivauksen, kompostoinnin tai polttamisen jälkeen ei patogeeneja
ole osoitettavissa, mikäli käsittelyt suoritetaan oikein.
HUOM! ++ runsaasti esiintyvä
+ suhteellisen runsaasti esiintyvä
(+) toisinaan osoitettavissa
— ei osoitettavissa
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2.4 BAKTEER:EN JA VIRUSTEN RUUIITOUTUMINEN MAASTA
2.41 Y 1 e 1 s t fi
Mikrobit pyrkivät maassa Sitoutumaan maahiukkasjin (MARSRALL 1971),
joten on lU0flflollista, että mahdoflisin Suuren S0rptiopiyu_.i tar
joavat maalajit Sitovat niitä parhaiten ja estävät huuhtoutumisen
Toisaalta, mitä Pienempi maan huokoskoko on, sitä paremmin bakteerit
5iiVilöiy Tämä ilmiö onkin todennäköisesti tärkein tekijä bak—
teerien sitoutumisessa maahan (GERpA ym. 1975). Mikrobin osalta tä
hän vaikuttaa lähinrä solun koko (KORJOIAN 1971). Suolistoperäiset
bakteerit ovat Solukooltaan samaa luokkaa, joten niiden huuhtoutumi..
sessa ei ole kokoeroista johtuvi lajikohtaisia vaihteluja Kuiten
kin kauan maassa elinke]poisina säilyyä lajit ovat myös kauemmin
alttiina huuhtoutumise_je ja täten saattavat kulkeutua pitemmälle kuin
nopeasti tuhoutuvat lajit.
Huuhtout,ista käsittelevät tutkimukset eivät juuri tee vertailuja
eri bakteerilaj tai sukuje välisistä eroista maahan sitouti...
sessa. ROMERO (1970) tosin viittaa tutkimukseen, jossa kolifoien
ja enterokokkien kulkeutumisessa ei havaittu keskinäisiä eroja.
Näistä syiat tässä luvussa käsiteq bakteereja yhtenä ryhmänä
sukuihin tai lajeih erittelemättä
Ruuhtoutumiseesa tulee kysymyks5 sekä tunkeutuminen alaspäin pohja-
vesiin että kulkeutuminen vaakatasossa avo-ojij tai pintavesiin
saataviila oleva on keskittynyt ensinmainittuun
2.42 B a k t e e r i t
KROIJEn ym. (1958) mkaan veden mukana kulkeutuvat bakteerit sitoutu..
vat maahan kahdella tavalla, 5iivflöitym lähekkäin olevien hiuk
kasten väleihin nesteen ja kiinteän sekä sedimentoitu..
maila huokosiin. Siivi1öitymisp5 lisäänt5rbakteerie kasaantues...
sa kontaktjpjnnoi__e Kesaantuminen tapahtuu todennäköisesti lähelle
maan pintaa, joka toimii filtterj,n& joka rajoittaa bakteerien huuh—
tOUtujuista alaspäin. Kolmantena sitoutumistapana on vielä mainittava
adsorptio maahiukkast3n pintaan (MARSHALL 1971). ROMEROn (1970) mu
kaa, mekaaninen ja tiologinen suodaua tapahtivat maassa noin kuuden
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tuuman kerroksesoa pinnasta. Suoditustehu ei h’na. mul-aanaa riipu
niinkä’n huuntc r n veden r %Jr t kain s odatt ivan ke-rr esen paksuu
desta.
R0f€ROn mukaan Ka fornis’a baimei1ll tetdyissä k*eibsa kolifor
mien pitoisuudct vähe O i a 1 3 acmieonorrnier 140 — O cm:n sy—
vyydessä. dc ari 5oa L. ‘o O ikeit 1 vuv...la hienojakoisi la
mail a y14 5 ietr ‘i i harvc ,V ( m tia. Tutkimuksen tel ij’t otak
suu, ett vaWrrolli-et taktecxit oa’ittavat kulkeutt..a metriä tai
jopa &nennnän tyvin karkeajakoi°essa naa3sa. POMERO esittelee mys
tutkimuksia, mssä kolif rnicn cn havaittu kuikeutuvan hiekkaisilla
savimailla rn 7, m:r.. syvjyteen, biekka— jq soramailla jopa 24
m:iin ja “iije...ysm iIa vain noin 3 m:iin. Lateaa1iren kulkeutumi—
nen viimekimainiflas cii vain pu”ic.i metrin luokkaa.
GERPÄ ym. (19P-) ibncittavat kirja ii3uuskatsau-sessaan jätcvesien
mukana maahan joituneiden baktarrin kulkeutrneen maassa 2 - 1 500
jalkaa. Pisimwät kulkeutwdset on todettu hiekka- ja soramailla.
Maan hien’jaicciren tekstuin lyhcntfl heidän mukaansa kuikeutumis
matkaa.
ENGELBRECHT ja LUND (1975) luettelevat adsorptioilmlöön vaikuttavik
si tekijöiksi maan pH:n, multivalenttien katiorien kons€ntraation
tekä maat. satipitot.uuden. Weirtflii niikaapsa biktaerit eivät kulkeudu
30 m kauemmaksi rakeisiflakaan mailla. Kolifor’neista jopa 92
- 97 7
pidättyy viljelysmaissa ensImmäisen senttimetrin matkalla erään he.
dän käyttämäns’4 latteen mukaan.
EDMONDS (1976) totesi, että metsämaassa, johon oli levitetty mädä—
tettyä kuivattua lietettä, sekä kokonais- että tekaaliset kolifor—
mit kulkeutuivat alaspäin, mutta vain harvat yli 5 cm. Pekaalisia
koliformeja havaittiin pieninä pitoisuuksina tosin myös pohjavedes
tä. Tekijä pitää haitallisempana seikkana kuitenkin pintavalun
taa sateiden mukana ensimmäisen vuoden aikana levityksestä.
GILBERT ym. (1976) toteavat, että 99,9 % fekaalisista koliformeista
ja streptokokeista pidättyy hiekkapitoisessa maassa noin 9 metrin
matkalla. EDWORTHYn ym. (1978) havaitsivat bakteerien ja virusten
kulkeutuvan ainakin 15 metrl al ‘späin vaj oveden mukana Englannin
liitu-kalkkikivi muodostumis a ‘‘hP.1K).
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K0RKN (1971) tutki fekaalisten streptokokkien huuhtoutmista pel
tomaasta. Savimaan Pinnalle levitettiin nestemäistä sian lantaa 50
tn/ha. Lannan enterokokeista huuhtoutui 3 % 1 metrin syvyydessä ole
vaan Putkistoon kar1 peltoa sadetettiin 10 tunnin ajan 10 nnn/h. Sa—
demäärä tosin ei ole luonnollinen Suomen Oloissa.
2.43 V i r u k s e t
Virusten sitoutumisessa maahan on adsorboituminen ilmeisesti tärkein
mekanismi. DREWRy ja ELIASSEN (1968) esittävät, että adsorbojtuminen
tapahtuu parhaiten aihaisilla PH-arvoilla Kationien läsnäolo myös
lisää tätä ilmiötä, sillä nämä neutraloivat negatiivj85 varautu..
neiden savihiukkasten ja samanmerkkisten viruspartikke_eid välisiä
sähköstaattisia p0istovoimia Heidän tutkimuksissaan, jotka tehtiin
bakterioraagjj 9:ssä eri maatyyp55 99 % faagei sitoutui
45
-
50 cm:n matkilla maan pinnasta. YOUfj ja BURBANK (1973) havait
sivat kuitenkin bakterioraagj ja eläinvirusten käyttäytyv eri
tavalla maaperässä Faagit nimittäin näyttäy adsorboituvan eläin
viruksia paremmin.
R074En0 (1970) esittää, että virukset käyttäyty maapergosä kuten
bakteerit. Toiset saattavat kuitenkin kulkeutua viimeksimaitt.
Ptenunhille Hänen mukaansa on todisteita, jotka osoittavat virusten
kulkeutuneen yli 15 metriä, mutta toisaalta näil]! on kuitenkin tai
pumua inaktivoitua tai kuolla alle 3 metrin matkalla. Hän esitt!ä,
että suurilla konoentraatioi1ia tehdyt kulkeutumiskokeet saattavat
antaa liian Pitkiä matkoja tu1oksikS verrattuna luonnollisen virus
lähteen vastaaviin
BIPTQjq (1975) ilmoittaa eri lähteistä, että poliovirus sitoutuu 96 —
99 %:sj 6 kerrokseen maan pinnasta, mutta on toisaalta ha
vaittu kulkeutuvan Puutarhamaassa yli 10 tuumaa ilman reduktiota
WELLIqQ5 ym. (1975) Puolestaan ovat havainneet sekä lateraalista et
tä vertikaalista virusten liikkumista savipitoisessa maassa. Heidän
mukaansa virukset säilyvät maassa inaktivoitumatta 4 Viikkoa satei
sena aikana.
DUBOISE ym. (1976) toteavat P0loVirufrsen kulkeutuvan hiekkapitoi..
sessa metsämaassa sateidan jfl1kee pitijä matkoja. Folioviras säilyi
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k..emaassa S4 ci, tttn?1 aikana k.Ikeuturnisicyky ei tc.it!stYtsYt. Heidän
mu’aar.sa ky1r’s’I ja e’’” :1r.astoss ko. , a¼alr’ 7ielä
parenmCn.
GILBERI yu. ‘1fl. tnttivat ainkr 39,93 % vi’u1-:ieta sitoutu—
van 9 metrin T.ealla »api:izes:a navinaassa. LIS’E ym. (l)
puolestaan totuavv. jirucia r .u’vvar. y1imp’ät
-
kerrolsee e3lktipit4b:zsa mac.a:a. Leidqn ,n,caaa dCorioitu te—
s. irrcttaa viruksfa a 14s1Pi tt cn huuht”ztamista. M:an t:uivuminen
puolestaan vä. tnt4U vedet-. “i’.c tt antaa te ‘orptirta.
BIflOU ym. (1°7’ tt’r’at hikkapitc.isen svimaan pidättvtLn yli
99 7 p011 viru’i°1 1 li teen levityi’sEn ‘Alkeer. flt’. ‘irustd ei
enää ha7ait4-1 nssa 5 :i. &cLiua sii:d, kun maahar. evItettiin
2,5 cm kerros :ierwt—ä.
Tauluvoon ft (oivulla :0) on i’oottu 3ERPAn ym. C197% kirjallisuus—
katsauksen mukae-i virusten huu”touttimisen vaiku’tavtt tckt5ät. Ver—
rattaessa virusten a bakteeri°n käyttäytymisfl, on muistettava, et
tä j&tcvesiUettein kautta maahan joutu7ien virusten määrä on vain
murto-osa bakte€rien mätMstq. Täten luonnonolosuhteissa huuhtoutu
va viruspitoisuus ri fld alle Lavaittavc,stasn. Kuitenkin virus—
laJista riippien jo yksiicir. TCID50—ainos saattaa olla “iitt&vä ai
hauttan’aazi infd”i:z GdALu1
2.5 JAÄHDYTYKQEIT JA JÄÄTYMIDEN VAIKUTUS PAKTEEREIHIN
2.r]. Y 1 e 1 s t ä
Punittaessa alhaisten lämpö:ilojen vaikutuksesti bakteereihin, on
käsiteltqvä erikseer lättp?t1lar. muutosta jaätymispisteen yläpuolel—
aa ja varsinaista jäätymist. NPitä nolempia on tutkittu runsaasti
eli’itanikemikrobiolcgiacsa, bakteereillanan on huomattava taloudel
linen merkitys elintarvikkeiden pilaajina ja näiden vflityksellä le—
vUvini ta4dinaiheuatajina Seka fltevesilietteissä että elintarvik—
kcissa ihmistä kiinnostavat aika pitkälti camat haitalliset baktee—
rit, ruoan ja juoman kaut’s leiiivät auolioto— ja muut patogeenit.
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Taulukko U. Tekijät, 1otka saattavat vaikuttaa viristen huuhtoutu
miseen maaper4stä (QERPA ym. l97).
Teeijä Vaikutas
Veden kulkeutumisnopeus Alhainen veden kulkeutumisnopeus pidättää(jäte- tai muun veden virukset hyvin tehoKkaasti (yli 99 %) puh—levitys maan pinnalle) taista vesistä. Kun virtausnopeus lisääntyy,
virusten pid’ttyminen vähenee vastaavasti.
Kationit Erityisesti divalentit kationit neutraloivat
tai vähentävät negatiivisesti varautuneiden
savi— ja viruspartikkeleiden välisiä poisto-
voimia ja mahdonistavat adsorption.
Savi Savi on maan aktiivinen fraktio. Sen hyvä
virustensitomisominaisuus johtuu korkeasta
ioninvaihtokapasiteetista ja suuresta pin—
ta-alasta tilavuusyksikköä kohti.
Liukoinen orgaaninen Liukoisen orgaanisen aineen on todettu kil
aine pailevan virusten kanssa “adsorptiopaikois
ta” maahiukkasten pinnalla, johtaen virus
ten sorption vähenemiseen tai desorptioon.
p11 Yleensä alhainen p11 suosii virusten adsorp
tiota, kun taas korkea pH johtaa desorp
tioon.
Viruksen isoelektrinen Virusten adsorption optimi-pH:n otaksutaan
piste olevan viruksen isoelektrisessä pisteessä
tai ttLmn flapuolella, missä viruksella
ei ole varausta tai sillä on positiivinen
vapaus. Vastaavasti negatiivinen varaus sa
massa pH:ssa maahiukkanen pinnalla suosii
adsorptiota.
Maan kemiallinen Tietyt metallikomplekait, kuten magneetti—
koostumus nen rautaoksidi, adsorboivat viruksia pin
nalleen.
Elintarvikkeiden kylmlikäsittelyssä erotetaan vaikutuksiltaan erilai
set nopea ja hidas jäädytys. Edelliseasä lämpötila laskee puolessa
tunnissa nollapisteen yläpuolelta -203C:een, jälkimmäisessä vastaava
lasku kestää 3 - 72 h. Luonnossa maan jäätyminen on ehdottomasti
jUlkimmäistä tyyppiä, vaikkakin jäätymisnopeus vaihtelee sekä vuosit
tain että olosuhteista riippuen. Hitaa3sa jäädytykcessä muodostuvat
jääkiteet ovat suurempia kuin nopeaasa jäädytyksessä.
Maan jäätyminen luornossa ei tapaidu n.in perusteelliseati suin
elintarvikkeiden jäätymiret. pa’as’ et ‘er3a. Lämpötila :askee vain
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muutaman asteen nollan alapuolelle. Jäätymisen vaikutus ulottuu
Etelä—Suomessa maatyypistä riippuen 20
- 60 cm syvyyteen viljelys
mailla, joten jätevesilietteen kanssa kosketuksiin joutuva maaker
ros jäätyy kokonaan. Maan jäätyessä ei kaikki vesi jäädy yhtäaikai
sesti heti nollan alapuolella. Jäätyminen tapahtuu eri tavalla eri
maatyypeissä mitä hienorakeisempi maa, sen suuremmalla lämpötila-
alueella veden jäätyminen tapahtuu. Hienorakenteinen savi voi si
sältää vielä -22°C:ssa 10 % kuivapainosta jäätymätöntä vettä (SOVERI ja
VARJO 1977).
2.52Lämpötilan lasku j äätymispisteen
yläpuolella
Matalien lämpötilojen käyttö elintarvikkeiden säilytyksessä perus
tuu siihen, että bakteerien elintoiminnot hidastuvat lähestyttäessä
nollapistettä ja yleensä pysähtyvät jäätymispisteen alapuolella.
Tämä taas johtuu siitä, että entsyymien katalysoimien reaktioiden
reaktionopeus on riippuvainen lämpötilasta. Elintoimintojen riippu—
vuutta lämpötilasta kuvaa lämpötilakerroin Q10, joka määritellään:
- reaktionopeus (T + l0)°C:ssa
reaktionopeus T C:ssa
-.
. .
... .
. ..
.
. 0Q_0—arvo on oiologisissa jarjestelmissa noin 1,5
— 2,5, eli 10 0:n
lämpötilan nousu bakteerien kasvulämpötilojen puitteissa kaksinker—
taistaa elintoimintojen nopeuden, ja vastaava lämpötilan lasku hi
dastaa elintoiminnat puoleen (JAY 1970, p. 137).
2.53J äätym i sen vaikutus b akt e eri s’o
-
1 uun
Jäädytyksen tuhoava vaikutus vaihtelee eri bakteerilajien kesken,
mutta muutamat yhteiset tekijät säätelevät solujen jäätymistä lajis
ta riippumatta (JAY 1970, p. l6):
1. Jäätyvä vesi on ns. vapaata vettä. Jäätyessään vesi muodostaa
jääkiteitä, jotka kasvavat jäädytyksen jatkuessa sitön, että
koko solun vapaa vesi saattaa jäätyä suhteellisen pieneksi mää
röksi j älki toi tfi . H 1 toos ,j lödytyksossö muodostuvat k i teet
ovat ekstraseI uiaaH i pli tiv stoin kuin nopeassa j lötymi ses—
sä. Sitoutunut vesi pysyy jäätymättömänä. Solujen jiätyminen
vähentää käytettävissä olevan veden määrää ja täten kuivattaa
soluj a
2. iäätyminen ttkangistaat? solunesteitä, mikä on suora seuraus ve
den konsentroitumisesta jääkiteisiin.
5. Jäätyminen johtaa solupiasman kaasujen, kuten hapen ja hiilidi
oksidin,vähenemiseen. Aerobisilla soluilla hapn vähyys sup
ressoi respirat i ivisla reaktioita,
1. Jäätyminen muuttaa solumassan pH:ta. Muutos saattaa olla 0,5
-
2,0 yksikköä. Sulatus - jäädytysrytmi saattaa aiheuttaa pH:n
heilahteluj a.
5. Jäädytys johtaa solun elektrolyyttien konsentroitumiseen. Tämä
saattaa olla myös seurausta veden kiteytymisestä.
6. Jäätyminen muuttaa solun protopiasman kolloidista tilaa. Esi
merkiksi proteiinit ovat dynaamisessa kolloidisessa tilassa
elävissä soluissa, ja riittävä määrä vettä on niille välttämä
töntä.
7. Jäätyminen johtaa tiettyjen soluproteiinien denaturoitumiseen,
Tarkkaa mekanismia ei tunneta, mutta muutamat -Sä-ryhmät tuhou
tuvat jäädytyksessä. Kuivurriinen ja elektrolyyttien konsentroi—
tuminen epäilemättä vaikuttavat denaturoitumiseen.
8. Jäätyminen aiheuttaa lämpöshokin joillekin öakteerilaj eille.
Tämä koskee lähinnä termofiilejä ja mesofiilejä enemmän kuin
psy1a’ofilejä. On todettu, että nopea lämpötilan pudotus jääty
mispisteen yläpuolella johtaa suurempaan tuhoutumiseen kuin
hidas lämpötilan lasku.
9. Jäätyminen aiheuttaa metaöolisia vaurioita tietyille baktee
reille, esim. Pseudomonas—lajeille. Muutamien bakteerien ra—
vintovaatimusten on todettu lisääntyneen sulatuksen jälkeen.
2.5)4J ä ä t ym i sen vaikutus h a k tee r i p0 -
pulaat icon
Vaikka kylmäkäsittelyä, lähinnä kylmäkuivauksen muodossa, käyte
täänkin bakteerien säilyttämiseen, on jäädyttämisen todettu tuhoa
van tiettyjä ihmisen ycnian %ann9lta haitalli )ia lajeja. JAY
esittää jäätymisen vaikutukset öakeniopulaat±on IGRAMin 1951)
mukaan:
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1. Välittömästi jäätymisen jälkeen tapahtuu huomättava populaatio
tiheyden lasku.
2. Tämän “romahduksen” jälkeen henkiinjäävien osuus on lähes riip
pumaton jäädytysnopeudesta. O
.3. Nämä henkiinjääneet tuhoutuvat vähitöllen jäädytyksen jatkues
sa.
4. Bakteerien tuhoutuminen on suhteellisen nopeaa juuri j&ätymts
pisteen alapuolella olevissa lämpötiloissa, erityisesti noin
—200:ssa, ja vähäisempää “kovasäa pakkasessa” eli noin —2OC:
ssa. . .
5. Toistuvan jäätymisen ja sulatuksen on todettu tuhoavan bdId
reja rikkomalla solumembraania.
Kaksi viimeksimainittua seikkaa tuntuvat lietteenkäsitteifl. .ajatöi—
len varsin lupaavilta. Maan pintakerrosten jäätyndnenhän jää jdiii%
näihin bakteereille tuhoisimpiin pakkasiukemiin.’ Lisäksi syks/l1ä
ensipakkasten aikaan saattaa vuodesta riippuen olla moninkeria±n&
jäätymis-sulamisrytmi, jonka vaikutus rajoittuu :kuitenkin vain P
van muutamaan ylimpään senttimetriin maan pinnassa. :
Bakteerilajien kesken on myös eroavuuksia pakkasenkeston iuhteeiV
Gram-positiiviset kokit ovat yleensä resistentimpiä kuin gram-ne%&
tiiviset sauvat. Lisäksi happamien olosuhteiden on havaittu huonon-
tavan säilymistä. ‘ . . : .“ ....
1
.
. :
3. TUTKIMUSOSA . . . .
3.1 TUTKIMUKSEN TOTEUTUS .
.1 :
3.11 T u t k i m u k s e n t a r k ± t u :
1 .. . 1
—
Tutkimuksen tarkoituksena oli selvittää jäätymiien vaikutu’jd
vesilietteen bakteereihin ja viruksiin sekä lietteessä että liete
maaseoksissa laboratorio-olosuhteissa. Muutamat aikaisemmat, tutki’t
. . . 5 ... :.{j
mukset viittaavat siihen, että pelkkä maan jäätyminen saattaisi tur
hota tietyt haitalliset bakteeriryhmät varsin tehokkaasti. Tari-,..
naiita jäätymisen vaikutusta ei ole kuitenkaan aikaseminin’ tässä
yhteydessä tutkittu. Mikäli jttädyttffminen osöittautuisi patogeeneja
. t.. t .:. . ..t. : . . .
‘...
-z
tuhoavaksi, se olisi erittäin huokea ja luonnollinen lietteide hy
gienisointikeino meidän oloissamme
Koeorganismeiksi valittiin bakteereista Salmonella-suku, fekaaliset
koliformit, fekaaliset strentokokit ja Clostridium perfringens. Näi
den lisäksi totkittiin luonnossa esiintyväl bakeriofaagia, joka
käyttää isäntänään E. ccli C bakteeria. Koska eläinvirusten tutkimi
nen käytännössä on vaikeaa, suoritetaan viruskokeet yleensä faageja
käyttäen. Faagit säilyvät kuitenkin luonnossa eläinviruksia raremmin.
Salmonellat puolestaan valittiin natogeenisuutensa vuoksi, ne ovat
tärkein lietteen bakteeriryhmä. Fekaalisia koliformeja tutkittiin
näiden indikaattoriarvon vuoksi. Koska ne kuuluvat samaan Enterobac
teriaceae-heimoon kuin salmonellat, haluttiin verrata myös näiden
ryhmien käyttäytymistä keskenään. Viimeksi mainittuja ei nimittäin
useinkaan ole lietteissä havaittavia määriä, joten tässä pyrittiin
selvittämään, poikkeaako niiden suhtautuminen jäädytykseen kolifor
mien käyttäytymisestä. Fekaalisia streptokokkeja haluttiin tutkia
lähinnä indikaattoriryhmänä ja verrata niitä koliformeihin. C.
perfringens, joka on myös patogeeninen, poikkeaa edellisistä siten,
että se on anaerobi ja ititöitä muodostava, joiden ominaisuuksiensa
perusteella se säilyy hyvin lietteessä.
Liete—maaseoksissa käytettiin kahta maalajia, jotka otettiin ns. liete—
koekentiltä Liperistä ja Maaningalta. Näistä edellinen oli huonosti
vettäläpäisevää savimaata, jälkimmäinen taas huokoista hiekkamaata,
Liete—maaseoksiin sovellettiin kahta eri kosteuspitoisuutta (ks.
koejärjestelyt). Kolmantena “maalajina’ oli pelkkä jätevesiliete, joksi
valittiin Viikin puhdistamon mädättämöliete, Tämän käyttäytymisen voi
olettaa kuvaavan lietteen talvivarastoinnin vaikutusta. Jäädytettävät
näytteet jaettiin kahteen osaan, joihin kohdistettiin eri jäädytysohjel
mat, Ensimmäinen oli hidas tasainen jäädytys, toinen taas nopea jäädy
tys, jota seurasi muutaman viikon säilytys
-°C:ssa ja tämän jälkeen
sulatus.
Koska lietteen bakteerien reduktioita tutkittiin ajan funktiona, oli
kokeessa mukana viiden eri koeorganismin lisäksi Li muuttujaa: maala
jit (5 kol), aika (56 d), ohjelmat (2 kpl) ja kosteus (2 kol), joka
koski vain kahta maalajia.
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5,12 E s ± k 0 k e e t
Sopivan jätevesilietteen löytämiseksi tutkitsiin ensimmäiseksi Vii—
km puhdistamon raakalietettä Tästä löydettiinkin kokeen kannalta
riittävät määrät muita koeorganismeja, paitsi salmonelloja. Näiden
löytämiseksi hankittiin seuraavaksi Saarioisten Sahalahden tehtai
den puhdistamon raakalietettä. Tästäkään ei löytynyt saimonelloja
siinä määrin, että reduktion tutkiminen olisi ollut mielekästä Täl
1dm päätettiin turvautua laboratoriokantaan, jolla liete infektoi
taisiin.
Puhdasviljelmän istuttaminen suoraan ravintoliemestä liete-maaseok
seen ei tuntunut luonnolliseitaTt tavalta siirrostaa koeorgan±smia,
jonka kuolevuus uudessa ymnäristössä olisi todennäköisesti ollut
erittäin nopeaa ja johtunut suureksi osaksi muusta kuin jä.ädytyk—
sestä. Tämän vuoksi käytettävä Salmonella-kanta siirrostettiin
ravintoliemestä ensin steriloituun lietteeseen, missä muiden orga—
nismien kilpailu oli eliminoitu. Tällä saavutettiin toivottu tulos,
ja laji saatiin lisääntymään tässä lietteessä. Kasvatus jatkui
0
..35 C:ssa viikon ajan ennen sekoibtamista luonnonlietteeseen ja
tänä aikana viljelmän solutiheys yli kymmenkertaistui. Tässä vaihees
sa kaikkien lietteen salmonellojen voitiin sanoa “syntyneen’T itse
lietteessä, eivätkä ne täten olleet enää suoranaisesti latoratorios—
sa viljeltyjä.
Lietevalinnassa päädyttiin lopuksi Viikin puhdistamon mädättämö
lietteeseen lähinnä tämän helpon saatavuuden vuoksi. Tämä sisälsi—
km muita tarvittavia organismeja riittävästi kokeen kannalta
Jäädytyskoe oli tarkoitus suorittaa kylmähauteissa, joih±n liete
seosnäytteet sisältävät purkit asetettaisiin. Jotta selvitettäisiin,
kuinka monta rinnakkaista purkkia kustakin näytteestä on tehtävä,
ja kuinka monta rinnakkaismääritystä kustakin purkista on tarpeen,
suoritettiin tätä valmisteleva koe. Feltomaata ja tutkittavaa lie—
tettä sekoitettiin huolellisesti keskenään (2 1). Tällä seoksel—
la täytettiin järjestyksessä 8 numeroitua litran muovipurkkia.
Näistä arvottiin kpl, joista kustakin määritettiin kolmena eri
rinnakkaismäärityksenä fekaalisten koliformien pitoisuus. Näytteen
otto ja määritys suoritettiin täsmälleen samalla tavalla kuin myö—
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liemmin itse kokeessa (ks, 3.l). Lasketuilie pesieluvui_e tej
neliöjuurimn ja saadusts aineststa laske va:jansi
analyysin kornponeit ja menete1 virheraja N2id avulla voi-
tim nlriyj että kkytett55 joko kanta
yhdestä purkista tai yhtk m2it kahdesta ninnakkaisesta nkyte
Purkista, Pkkstn ±20 ;n Vj0 PCskelukumritj2.
(SOKÄL ja ROMLF lQ6Q),
3.13 Koe j krj e s tel yt
2 1 lietettk, jossa saimonellaa oli esikasvatettu sekoitettiin l
l:aan Uluonnoilistafy Viikj0 PUhdistamon rndkt Huo]elli
sen sekoituksen jklkee tks 16 i:n erästä tkytettiin ensimmkiset
litran muovjpurkkia joista 2 kpl (VaI ja VbI, V Viikk) ohjel
maa 1 ja toiset 2 kpl (Vai ja Vöil) ohjel II varten Jljeiie
jänyt 12 1 lietettk jaettiin kahteen osaan ja nämä 6 1:n erät se
koitettiin kuivattuipin maanäyteeriin toinen Liperin (L) ja toi
nen Maaningan CM) maahan, Liete•maasuhde seoksissa oli 1 : 2. Seok—
set survottiin mahdollisimman homogeeni5j5 minkä jälkeefl niistä
j1le purkitettiin 1 kummastakin litran Purkkeihl kahta ohjel
maa varten (LVai LVbI, MV al, MV00I ja vastaavasti LV ali jne,).u 0 0
Tämän jälkeen vielä jkljell5 oleviin liete•maaseoksii lisätti±
vettä noin 1/3 Seuks(n tiJavuudesta ja sekoitett perusteellises
ti. U2i5t kostutetuista Seoksista täytet nyt vielä 11 purkkia
molemmista Sijoitettavjy eri ohJelmiin (LV1ai l’ MV1aI, MV1bI
ja vast, LV1aIT jne,, taulukko ). Tät kosteiden näytteid alZon3ent
roatio oli peflCi in ivjen fläytteiden
Taultikko 21. Lieteseo5terl koostumus
Table 4. lhe sladge—s0; compQs/t’o3
lie t e se os komponentito koteusmtd
sZzdqe Liperin Maaningan Viikin kuiva (n) kostea (1)
savim hiekkamaa liete
clay anu sand soiZ anaerob/c dry (0) wet (1)
d/gested
)Kumpaakin jäädytysohjelmaa (1 ja Ii) varten tehtiin näinollen 5 eri
laista näytettä sisäit1vä purkkia (V, LV., LV,, MV. ja MV1), jois
ta kustakin lisäksi 2 rinnakkaista (a ja b). Purkkeja kertyi kah
teen ohjelmaan siis yhteensä 20 kpl.
Eri ohjelmiin varatut purkit sijoitettiin kumpikin omaan kylmähau—
teeseensa, joissa jäähdytysnesteenä oli 25 0:nen teknillinen alko
holi. Hauteiden lämpötilan säätö hoidettiin manuaalisesti termos—
taattiin kytketyn säätimen avulla.
5.l11liateriaalit ja metodit
Koeorganismien identifiointialustat valittiin kirjallisuustietojen
perusteella. Ilenetelmät käytiin läpi ja tunnistamista ‘harjoitel—
tim” ennen kokeen alkamista. Käytettävä Salmonella-kanta saatiin
Kansanterveyslaboratorion Keskuslaboratoriolta, ja tämä kanta oli
avirulentti, rough 5. typhimurium—kanta. Sen identifiointi tehtiin
Salmonella-Shiella-agaralustaa (55-agar) käyttäen. Laji kasvaa
tällä 5°C:ssa muodostaen läpikuultavia, usein tummakeskuksisia,
pesäkkeitä 20 h:ssa. Varmistusta varten käytettiin vielä kolmisoke
rirauta- 1. TSI-agaria, jolla salmonella saa aikaan koeputkessa sel
väraj aisen punainen-musta-keltainen-vyöhykej aon, sekä polyvalenttia
seerumia, jossa Salmonella-kasvusto aiheuttaa nopean agglutinaation.
Varmistuksia ei kuitenkaan myöhemmin ollut tarpeen käyttää, sillä
SS-agar osoittautui riittävän selektiiviseksi.
Fekaalisten koliformien maljaviljely tehtiin pintalevityksenä MFC
agaralustalle (GELDREICH ym. 1965, mod. NIEMELÄ, suullinen tiedon-
anto sekä PRES$WQOD ja STRONP 1977), jolla ryhmän bakteerit kasva
vat 00,5°C:ssa muodostaen sinisiä pesäkkeitä 20 h;ssa. Kokeen
loppupuolella koliformien määrän vähettyä jouduttiin käyttämään ri
kastusviljelyä, joka tehtiin MFC-liemiputkissa, joista tehtiin 20
h:n kasvatuksen jälkeen jatkoviljelyt MFC—agarille varmistusta var
ten. Rikastusviljely suoritettiin siirrostamalla 1/10 - laimennet
tua näytettä geometrisena tilavuussarjana (0,1, 0,2, 0,0, 0,8, 1,6
ml jne.) rikastusliemiputkiin. Näistä laskettiin solutiheyden liki-
arvo (MPN) kaavasta (THOMAS ]902):
8MPN , miss5 1 rosi.i;ivisten rutaisu lul. mär1
v 0 = neneiivisten ruin iiauus
= too Ie1ty t1avuus
Fekaalister s stckokkier vi j e1 i tapahtui KF
agaralustaa käyttler (KENNH yn 1061) TäP a1 stalla ryhmln bak
teerit kasvavat 0,3 2 ura lIr trsittaisina res !kkcina, joIden väri
vaihtelee vaaleannonaisesta punaiseen. Isvatusiäraltila on 55°C ja
inkuh’intiaika ? 0
0. perfringens—bakteenin viljelyyr käytettiin T$Caeara1ustaa (HAf04ON
ym. 1271, HATJSCHILD ja HlTSiiE1kER ]97), ja anaeroliiviljely tanahtui
las Pakpurkei sa, joihin kehitettiin vetyhtilidioksidii1makehä.
Alusta on varsin selektiivinen siinä olevan sykioseriiniantibiootin
0vuoksi, ja 1. perfringens kasvaa silla 55 e.ssa muodostaen mustia
peslkkeitä 2t h:ssa. Iloin joka neljärlellä näytteencttokerralla teh
tim kuitenkin jatksviljelyt 0M (ANGELOTTI ym, 1962) ja LG— (HAHMON
1976) alustoille. IJM ja LGa1ustoi11e siirrostettiin satunnaisesti
valittujen näytteiden suurinta laimennusta valiaavilta maljoilta
kaikki pesäkkeet (H’I—outkissa nitriittirearenssitn lisäämisen jälkeen
muodostunut oranssi v’r on tyypiillitl 0. perfringons—lajille, LG
putkissa kaasunmuodoatas ja värinmuutoi sunaliesta koltaiseksi sekä
gelatiiniri ukeneminen ovat tmän lajin tunnusnar!rkJ ä.
Faagien viljelyssä käytettiin AhINlin (06) esittämää agar-1ayer—
menetelmää. lsänt5bakteerin (E. coli ) kasvua yllänidettiin Pen—
0
.assay—liemessa 55 0:ssa, Pehmesaartna kaytettiin faagicagaria,
samoin myös aluksi kova-apaaaa, 1/10 laimennettuja näytteitä vii
jeltäessä plakkien havaitseminen harmaalta agrarilta oli kuitenkin
tavattoman vaikeaa, ja tämän vuoks s;irryttiin kokeon puolivälissä
käytt5rr Iän kova—aparina r maista Maclonkeyn agaria. o113. maanäyt—
teiden aiheuttama taustaväri ei ollut yhtä häiritsevä. Faaginäyttei
den laisennukset toitiin aapi—0—liemcen, Faaglialjoja inkuboitiin
26 0 5500:ssa, ci1oin olakit tulivat selvliti nlkyutin.
Edellä kuvattujen av ,tna usto, vi a um rs se1vi vat itteestä 1,
Purkeisso olevien n5ytlilcier lir’t ±v seuralilir r1littovioton yh—
teydess Ta mao n oLi rr ak a tarklitet—
tlir sa vz r r
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Näytteenotto tapahtui steriilillä lusikalla steriileihin lasipurk
keihin. Eri näytteiden välillä lusikka kastettiin soriissä ja lie—
kitettiin. Kustakin lasipurkista punnittiin steriilisti 1:1 g:n näy
te 99 ml:aan steriiliä 0,5 %:sta peptonivettä, jonka pH oli 7,0.
Tämä l0 — laimennos homogenisoitiin Ultraturrax-sekoittimella,
ja eri näytteiden välillä laitteen terä huuhdeltlin useaan kertaan
ensin vesijohtovedellä, sitten soriillä ja lopuksi steriilillä ve
dellä. Laimennussarja tästä eteenpäin tehtiin bakteriologisia mää—
rityksiä varten pipetoimalla 1,0 ml laimennettua näytettä 9 ml:aan
steriiliä vettä.
3.lSMaalaj ien analysoint ±
Maalajien analyso±nti suoritettiin vesihallituksen teknillisen tut—
kimustoimiston maalaboratoriossa. Maista määritettiin ennen liet
teeseen sekoittarnista lajitekoostumus, sekä kokeessa käytetyistä
liete—maaseoksista ja lietteestä lisäksi pH Määritysten tulokset
on esitetty liitteessä 2.
3.l6Tu los t en tilastollinen käsi t te
—
ly
Kutakin näytetyyppiä edusti molemmissa ohjelmissa 2 rinnakkaista
purkkia. Kysymyksessä oli tälllin aito kokeen toisto, Kustakin pur—
kista tehtiin yksi määritys kunkin koeorgan±smin osalta näytteenot
tokertaa kohti. Solutiheys laskettiin painotettuna keskiarvona pe—
räkkäisten laimennosten pesäkeluvuista.
Eri muuttujien vaikutusten laskeminen suoritettiin kaksisuuntaisen
varianssianalyysin avulla, erikseen kunkin koeorganisniin osalta.
Solutiheyttä tiettynä ajanhetkenä kuvaaville luvuille tehtiin loga—
ritm±muunnos ennen tilastollista käsittelyn. Testaus tapahtui koe—
toiston varianssia vastaan. Koska 1— ja 11—ohjelmien näytteenotot
eivät sattuneet samoille päiville, laskettiin näille eri ohjelmille
samaa päivämäärää kuvaavat solutiheydet interpoloimalla lähimpien
näytteenottojen tulosten mukaan.
koko ain ston tontnuks moninkcrtainet yhdysvaikutukset
muodostuivat tilastollisestJ morkitseviksi, jaettiin aineisto osiin,
esim te aaniJj ohje ist eniireen naaj erikseer ja Jafrarn
aifle:. suhteen Kun oki Ldv oJ
v%, ei t2m Sls% m aler yhdysraa1 ei-
en tes- I2 tsestk2nse_. jtet sien
k_tsemka vaanss:1 ajan vaikut025 tes—
taamisia e o fliel% koska so heyksien
vat ilman uua aja
Koska kumr iiet dust koy5 kaas nKytey (kui
va ja Yostea) ja lietetty vain yksi n2vt sam maa±a
ji kui Ja ko eri maaiaje5 testatta kkc ainei
toa. NKlr
‘ ttede aiheua tasaeo T2i-
iin maaiajj 0i vii ki. T2ty l2i njj52 2ytet2 ni
me% iCtCS&OliaCt rotuy1 iietefllaaseoy. olj 2 kai,
Joilla kumma]iay_p 2 kosteusarvo
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Tu1oy5y5 kUvaysia jo Pilrrokois5 k%ytei5 taulyO5 mukaisia
ymbo10k
3.22y00 s
Koeorgs* kuoiinayy ajan 5unktion eri onjei
mis5 2vat kuvis55 2 a
—
2 e, Kuvasta 1 nhyy ohjelmien l%mp
tiJayyvr
—
II
OJ /
o 10 20 3j 40 50 60
Ak0 T/m d
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Taulukko 5. Tulosten kuvauksessa käytettävät symbolit.
Table 5. Symbols used in the description of the resulte,
Jäädytysohj elmat:
1 = hidas jäädytys
II = nopea jäädytys - sulatus
Lieteseokset ja kosteus:
= savimaa - liete, kuiva
= savimaa — liete, kostea
= hiekkamaa - liete, kuiva
= hiekkamaa - liete, kostea
= mädättäm5liete
Liete—maaseokset:
LV savimaa-liete
MV hiekkamaa-liete
Varians sitaulukoissa
käytetyt lyhenteet:
A =aika
0 = ohjelma
M lieteseos/maatyyppi
K = kosteus
= variaation aihe
= neliSsumma
df = vapausasteet
var = varianssiestimaatti
T koko (nelisumma, vapaus
asteet) aineisto
jäänn5s aineisto
Tilastollinen merkitse—
vyys:
= lähes merkitsevä,
95 %:n luotettavuustaso
= merkitsevä, 99 %:n taso
= erittäin merkitsevä,
99,9 :n taso
Freezing programmes:
slow freesinq
faster free ,n — thawing
Sludqe compositions and
humiditi, content:
cay soil — sludge, dry
ciay soil — sludge, wet
sand soil — sludge, dry
sand soiL — sludge, wet
anaerobic diqested sludje
Sludge—soil compositions:
clay soil — siudge
sand soil — sludge
Abbreviations used in tabies
of analysis of variance:
time
pro gramme
sludge (soil) cennp’esitin/soil type
humidity content
source of variation
sum of squares
degrees of freedom
estimate of variance
tota7 (sum of squares, degrees
of freedom) material
residual of the material
Statistica significance:
95 % confidenee Level
99 % confidence level
99,9 % confidence level
LV0
LV1
MV0
MV
V
x
n
xx
n
xxx
n
t 2
Kuva 2 a $almonella typhimurium. Fig. 2 a. Sczlmonella typhimurium.
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Kuva 2 b. Fekaaliset ko1iforrnit Eig. 2 b.
ins
Fecal coliforms.
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Kuva 2 c. Fekaa1isL Lreptokoit Fq. 2 c. EecZ ii reptococi.
1x105L’x
L. 1 L
0 10 20 30 0 60
Aika Time ci
Kuva 2 cl. Clostridium perfringens. Fig. 2 d. Clostridiwn perfringens.
Kuva 2. Jtevesilietteen bakteerien ja bakteriofaagien kuolinkäy
rät lieteseoksissa ohjelmissa 1 ja II,
fig. 2. Ihe reduction of sewage sludge bacteria and phages in the
two freezing programmes (1 and II) in different sludge
compositions.
Lyhenteet: ks. taulukko , s. 6 ja taulukko 5, s. l.
Abbreviations: see table 4, p. 36 and tahle 5, p. 41.
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Kuva 2 e. Kolifaagit (E. coli C). Fig. 2 e. Coliphages (5’. ccli C).
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Varianssianaly. perustaulukot Joista ndhdy eri nYtteenotto
kertoJen solutiheydef kunkin koeorganism osalta selvjkv liit
teestk 3.
3 23 Salmonei_
Salmonellaaint Joudutti Jakamaan osiin kiinnostavien yhdys
Ja päävaiyututen merkitsevyydefl testaamiseksi Aluk aineisto Jaet
tiin kahtia aika•akselin Suhteen, Ja ensj0 testattiin alkupj Täl
lhi JäähdytysoJ_i välinen ero kuvaa hitaan Ja nopean Jäädytyk
sen vaikutusten suhdetta (vrt, kuvat i Ja 2 a). Tämän
aineiston käsitteiy on esitettynä taulukoissa 6 Ja 7.
Taulukko 6. S.typJimurium
. koeJakso 0
-
22 d,
kaikki 5 lieteseosta (lyhenteet ks, taul, 5, s, l),
Table 6. 8. tphjrmt7_ of anaZj of varance expeyment
perjed 0 — 22 d, with aIZ 5 sludge COmposjt06
(ab5revatj025 see tabZe 5, p. 41).
0 17,231 1
A 30,161 2
M 8,297 0
AxC 0,323 0,16 5,l8
MXC 2,683 0,672 2l,56
MxA 0,llLi 2 0,050 1,73
MxA Q,1SQ 8 0,019 0,ln
R Q,93s 0,0312
Mxlyhdysvaikutk merkitsevyys tarkoittaa sitä, että Jäähdytys0
peudella (ohJelmalla) on erilainen vaikutus eri lieteseoksissa Tä
mä Pätee myä aineistoon, Jossa lieteseoksista yksi, eli pelkkä lie-
te, on eliminoitu (taulukko 7), Jäädytysnop00 vaikutus on suurin
savimaa•]ietesi. Ja pienin lietteessä (kuva 3). Tauluion 6
Axlyhdysvailt tarkoittaa sitä etteivät kuvan 0 käyrt kulJe
“riittävänfl Yhdensuuntaisina Käyrjen välinen tasoero C tule tes
esille tämj ero on syntynyt kokeen alkamisen Ja kolmannen koe—
päivän väii (läl]thkonsent t oli molemmissa ohJelmissa sama)
Testattavaan aineistoon on otettu mukaan tulokset vasta kolmannesta
koepäivästä alkaen.
Kosteudelia (taulukko 7) ei niyt0 olevan merkitysti 7 Iädytyksen te-
koon liete—moaseoksissa
Taulukko 7. 3.__typhimurium—vanianssitaulukko, koej akso 0 — 22 d,
liete—maaseokset.
Teho 2. 3, typhimurium—table of analys7s of sariance, exp,
period 0 — 22 3, sludgeseil cornpas6t%oes.
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Mxl 1,080 1 1,080
MxA 0,190 2 0,095
MxKxO 0,020 1 0,200
MxKxA 0,002 2 0,021
KxAxO 0,027 2 0,013
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0,1
0,25
1,4
71,1
2 , 3
061
0,30
0 , 1
) , 0 -
o
x —x
L ‘0
MV0
v
30 O-—--O LV1
---- MV3
\
\‘
_
1•• t OhjeLma
1 II Programme
Kuva 3. 3. typhimurium, lieteseoksen ja ohjn]rrian yhd2svaikutus.
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Kuva 4. 3. typhimurium, ajan ja ohjelman yhdysvaikutus.
Fig. 4. 8. typh’Cmurium, timexprogramme—interactjon.
Aika-akselin jälkipuoliskon aineistoa testattaessa verrattiin jatku
van jäädytyksen (ohjelma 1) ja sulatuksen (ohjelma II) vaikutusten
suhdetta. Tämä testaus tehtiin jokaisen lieteseoksen osalta erik
seen, koska MxAxO—yhdysvaikutus oli merkitsevä testattaessa kaikkien
lieteseosten tulokset yhdessä. AxO—yhdysvaikutus muodostui erittäin
merkitseväksi lietteessä, merkitseväksi kuivassa savimaa-lieteseok
sessa ja lievästi merkitseväksi kosteassa savimaa—lieteseoksessa
(taulukko 8). Hiekkamaa-lieteseoksessa AxO-yhdysvaikutus ei ollut
merkitsevä. Nämä AxO-yhdysvaikutusten merkitsevyydet tarkoittavat
sitä, että 1- ja 11-ohjelmien kuolinkäyrät kulkevat aika-akselin
loppupuolella “ristiintt, eli 1—ohjelman jäädytys on tuhoisampaa sal—
monelloille kuin 11-ohjelman sulatus (kuva 5).
Kuvasta 2 a voidaan 1 ohjelmassa koko koejakson ajalta havai
ta, että salmonellat tuhoutuvat lietteessä tehokkaammin kuin liete
maaseoksissa. Viimeksimainituissa ei maatyypillä kuten kosteudella
kaan ollut selväfl yksiselitteist’t merkitystä salmoneflojen stIi]ymi—
seen. Kuitenkin koejakson loppua koitti ndytttUI slUlyminen paremmal—
ta hiekkamaassa kuin savimaassa Ja kostensa paremmalta ktfln kuivas
sa (taulukot 9 ja 10, kuvat 6 ja 7).
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Kuva 6. liete-maaseokson ja ajan ylidysvaikutus ohjelmassa 1.
Fig. 6. 5. typhimurum, iuäJe—S()/ ‘t’mposition x tlme—lrtterc2ct-10n
in programm 1.
148
Taulukko 9. S. typhimurium-varianssitaulukko, ohjelma 1, lieteseok—
set.
TabZe 9. 8. typhimurium—table of analys-zs of varicznce, programme
1, sludge compositions.
SV df vai’ F
T 96,528 59
A 65,555 5
M 7,209 14
MxA 214,728 20 1,256
R 0,856 50 0,0279
Table 10.
Taulukko 10. $.. typh±murium-varianssitaulukko, ohjelma 1, liete
maaseokset
S. typhimurium—table cf anaZysis of variance, programme
1, sludge—soil compositions.
SV SS df vai’ F
T 50,1467 147
A 28,5111 5
K 0,152 1
M 0,007 1
MxK 0,0147 1 0,0147
KxA 0,550 5 0,106
MxA 0,559 5 0,112
MxKxA 0,066 5 0,015
R 0,595 224 0,02147
1,9014,29xx
11,52xx
0,55
0—0 LV
A— MV
1.
1 1 1
119
Kuva 7. S. typhimurium, kosteuden ja ajan yhdysvaikutus ohjelmas
sa 1.
Fig. 7. 8. typhimurium, humitidy conterztx time—interaction in
rrogramme 1.
11—ohjelmassa sensijaan maalajilla liete—maaseoksissa oli selvä
vaikutus salmonellojen säilymiseen (taulukko 11). Savimaassa tuhou
tuminen oli nopeampaa kuin hiekkamaassa. Tämä tasoero on syntynyt
jo aivan ohjelman alussa (ks. kuva 2 a), siis nopean jäädytyksen ai
kana. Tämän jälkeen suhde pysyy läies muuttumattomana (MxA ei ole
merkitsevä). Kosteudella ei tässä ohjelmassa näytä olevan mitään
merkitystä salmonellojen säilymiseen. Kuvista 2 a ja 5 voidaan ha
vaita, että sulamisen jälkeen (28. koepäivä) salmonellojen kuolin—
käyrä loivenee selvästi, etenkin lietteessä, verrattuna sulamista
edeltävään jädytykseen.
Taulukko 11. 5. typhimurium-varianssitaulukko, ohjelma II, liete
maaseokset.
Table 12. 8. typhimurium—table of analys-zs of variance
programme II, sludge—soil composi.tions.
SV dl’ var F
T 35,1159 117
A 29,059 5
K 0,252 1 0,252 5,90
M 1,5111 1 1,5141 25,8 XXX
MxK 0,170 1 0,170 5,149
KxA 0,25(S 5 0,0117 0,07
MxA 0,1111 5 0,082
MxKxA 0,59( 5 0,110 2,1111
0 l,17 711 0,0118q
Ake Time d
50
3.214 F e k a a 1 ± s e t k 01 £o rm ± t
Fekaalisten koliformien aineisto jouduttiin myös hajottamaan osiin
muuttujien vaikutusten selville saamiseksi, Kun testattiin liete—
maaseokset, muodostui MxKxO-yhdysvaikutus lähes merkitseväksi (tau
lukko 12). Kuvasta 8 tämän nähdään tarkoittavan sitä, että lisäänty
vä kosteus näyttää vaikuttavan koliformeihin tuhoisasti vain hiekka
maa—lieteseoksessa ohjelmassa 1.
Taulukko 12. Fekaaliset koliformit-varianssitaulukko, liete-maaseok
set.
Table 12. Fecal coliforms—table of analys of var-ance, sludge—
soiL compositions.
SV $8 df var F
T 59,571 95
0 6,116 1
A ‘16,’176 5
K 0,081 1
M 0,161 1
MxK 0,092 1
KxO 0,056 1
KxA 0,601 5 0,121 2,31
AxO 1,078 5 0,216
Mxl 0,001 1
MxA 0,1483 5 0,097 1,814
MxKxO 0,2149 1 0,2149
MxKxA 0,3714 5 0,075 1,143
KxAxO 0,505 5 0,101 1,95
MxAxO 0,517 5 0,105 1,97
MxKxAxO 0,358 5 0,068 1,55
R 2,1439 148 0,0508
Kuva 8. Fekaaliset koliformit, liete—
maaseoksen, kosteuden ja oh
jelman yhdysvaikutus.
Fig. 8. fecal coliforms; siudge—soil
composition x humitidy content x
pro gramme —interaction.
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Testattaessa koejakson alkupään aineistoa (0 - 22 d) muodostui jäl
leen MxÅxO-yhdysvaikutus merkitseväksi, joten muita vaikutuksia ei
voitu tästä eteenpäin testata. Kun sen sijaan te;tattiin vain liete—
maaseosten aineisto tältä ajanjaksolta, VOitIifl o3oittaajädytys—
nopeudella (ohjelmalla) olevan selvän vaikutuksen koliformien säi
lymiseen (taulukko 13). 11-ohjelman nopea jäädytys tuhoaa näitä bak
teereja paremmin kuin 1-ohjelman hidas jäädytys. Kosteudella ja maa
tyypillä ei ollut jäätymisvaiheessa merkitystä koliformien tuhoutu—
misnopeuteen. MxKxO-yhdysvaikutus ei vielä koejakson alkupäässä ol
lut merkitsevä, joten kuvassa 8 esitetty kosteuden vaikutus hiekka—
maa—lieteseoksessa tulee esille vasta jäädytyksen jatkuessa pitem
mälle 1-ohjelmassa.
Taulukko 13. Fekaaliset koliformit-varianssitaulukko, koejakso
0 — 22 d, liete—maaseokset.
Table 13. Fecal coliforms—tabie of analysis of variance, exp.
period 0 — 22 d, sluäge—soil compositions.
SV SS df var F
T l2,721 147
0 1,238 1 1,238 l7,loxxx
A 7,857 2
K 0,109 1 0,109 1,51
M 0,026 1 0,026 0,55
MxK 0,061 1 0,061 0,8)1
Kx0 0,191 1 0,191 2,6’l
KxA 0,113 2 0,056 0,78
AxO 0,2)16 2 0,125 1,70
MxO 0,186 1 0,186 2,57
MxA 0,28)1 2 0,1)12 1,96
MxKxO 0,251 1 0,251 5,90
MxKxA 0,238 2 0,119 2,01
KxAxO 0,551 2 0,176 2,97
MxAx0 0,0324 2 0,017 0,29
MxKxAxO 0,118 2 0,059 1,00
R 1,2421 2)1 0,0592
Koejakson loppupään aineisto testattiin jäädytyksen ja sulatuksen
vaikutusten vertaamiseksi (taulukko 1)1). MxAxO- ja AxO-ylidysvaiku
tukset eivät olleet merkitseviä. Tämä tarkoittaa sitä, että kolifor—
mien tuhoutuminen jatkuu kussakin lieteseoksessa samanlaisena jää
dytysohjelmasta riippumatta. Jäädytetyissä seoksissa tuhoutuminen
ei siis ole sen nopeampaa kuin sulatetuissakaan. MxO-yhdysvaikutuk—
sen merkitsevyys tarkoittaa puolestaan sitä, että 1- ja Il-ohjel—
mien toisiaan vastaavien käyrien samansuuntaisuudesta huolimatta nä
mä käyräparit ovat eri lieteseoksissa eri etäisyyksillä toisistaan.
Nämä tasoerot ovat syntyneet koejakson alkuosassa (vrt, kuva 2 b).
Taulukko 10, Fekaaliset koliformit-varianssitaulukko, koejakso
22 — 56 d.
TabZe 14, Fecal. coliforms-table of analysis of varianee, exp.
period 22
— 56 d.
SV 3$ df var F
T 51,313 79
M 0,251 0
0 ‘4,608 1
A 20,819 5
AxO 0,565 5 0,121 2,57
Mxl 1,092 ‘4 0,575 7,52xx
MxA 1,151 12 0,090 1,85
MxAxO 0,622 12 0,052 1,02
3 2,028 00 0,0507
Kun ohjelman 1 kaikkien lieteseosten aineisto testattiin, muodostui
MxA-yhdysvaikutus merkitseväksi (taulukko 15). Tämä selittyy osit
tain sillä, että liete poikkeaa lietemaaseoksista (kuva 2 b), mutta
osittain syynä on myls kosteustekijä, jonka vaikutus saatiin selvil
le testattaessa liete—maaseosten aineisto (taulukko 16). Kuvasta 3
(ylempi käyräpri) todettiin jo, että lisääntynyt kosteus tuhoaa
koliformeja hiekkamaassa paremmin kuin savimaassa, ohjelmassa 1,
Taulukko 15. Fekaaliset koliformit-varianssitaulukko, ohjelma 1,
Table 15, Fecal coliforms—tabe of analysis of variance,
pro gramme 1.
SV 33 df var 3
-
T 50,866 59
A 28,608 5
M 0,580 ‘4
MxA 5,919 20 0,196 5,55
3 1,755 50 0,0585
55
Ohjelmassa II ei MxA-yhdysvaikutus ole merkitsevä kuten 1—ohjelmas
sa (taulukko 17). Lieteseoksen merkitsevä päävaikutus kuvaa sitä,
että lietteen kuolinkäyrä kulkee “korkeammalla” kuin liete-maaseos
ten käyrät (kuva 2 b). Liete-maaseosten kesken kuolinkäyrillä ei
ole merkitsevää eroa, kuten ei eri kosteuspitoisuuksillakaan näissä
seoksissa (taulukko 18).
Taulukko 17. Fekaaliset koliformit-varianssitaulukko, ohjelma II.
TahLe 17. Fecal col-i.forms—table of analys-is of variance,
pro gramme II.
SV SS df var F
T )42,920 59
A 58,705 5
M 1,586 14 0,596 8,7i
MxA 1,265 20 0,065 1,59
R 1,565 50 0,01455
Taulukko 18. Fekaaliset koliformit-varianssitaulukko, ohjelma II,
liete—maaseokset.
Table 18. Fecal coliforms—table of analyss of varianee,
programme II, sludge—soil compositions.
Taulukko 16. Fekaaliset koliformit-varianssitaulukko, ohjelma 1,
liete—maaseokset.
Tahle 16. Fecal coliforms—table of anaysis of variance,
programme 1, sludge—soiZ compositions.
SV SS df var F
T 21,5115 147
K 0,155 1
A 17,1455 5
M 0,095 1
MxK 0,522 1 0,522
KxA 0,782 5 0,156
MxA 0,615 5 0,125
MxKxA 0,550 5 0,110
R 1,1415 214 0,0589
14
2,51
1,81
1,87
SV SS df var F
T 52,110 147
K 0,001 1 0,001
A 50,119 5
M 0,068 1 0,068
MxK 0,019 1 0,019
KxA 0,528 5 t),066
MxA 0,587 5 0,078
MxKxA 0,162 5 0,052
R 1,026 214 fl,ÖI28
0,05
,58
0,145
1 , 55
4 , 8]
t),76
5 L
5.25Fekaaliset streptokokit
Fekaalisten streptokokkien käyttäytyminen eri ohjelmissa ja liete
seoksissa oli selväpiirteisempää kuin edellä kuvatuilla bakteereil
la. Koko aineiston testauksessa havaittiin, että lieteseoksien vai
kutus vaihtelee ajan funktiona (taulukko 19). Tämän selittää osaksi
lietteen erilainen vaikutus verrattuna liete-maaseoksiin (kuva 2 c),
osittain kosteuden vaikutus, mikä saatiin esille liete-maaseosten
aineiston testauksessa (taulukko 20)
Taulukko 19. Fekaaliset streptokokit—varianssitaulukko, lieteseokset.
Tahle 19. Fecal streptococci—table of analysis of variance,
s iudge compasitions.
IV II df var 1
T 15,721 119
0 1,007 1
A 8,679 5
M 0,621
AxO 0,765 5 0,155 8,i5°
Mxl 0,005 EI 0,111
MxA 0,701 20 0,055 1,87x
MxAxO 0,519 20 0,02% 1,58
1 0,986 60 0,0160
Taulukko 20. Fekaaliset streptokokit—varianssitaulukko, liete
maaseokset,
Tab5e 20, Fecal streptococci—table of analysis of variance,
s ludge-soi ccmpositions.
IV II dl var
T 8,906 95
0 1,220 1
A 5,05%
K 0,588 1 0,588 25,8
M 0,099 1
MxK 0,008 1 0,008 0,09
KxO 0,017 1 0,017 1,00
KxA 0,080 5 0,017 1,05
AxO 0,552 5 0,070
Mxl 0,162 1 0,162 9,9lx
MxA 0,055 5 0,007 0,00
MxKxO 0,008 1 0,008 5,50
MxKxA 0,108 5 0,022 1,51
KxAxO 0,080 5 0,017 1,18
MxAxO 0,108 5 0,030 2,07
MxKxAxO 0,009 5 0,010 0,68
1 0,687 08 0,0105
55
Taulukoiden 19 ja 20 AxO-yhdysvaikutuStefl merkitsevyydet nähdään ha
vainnollisesti kuvista 9 ja 10. Kuvista nähdään myös selvästi jääty
misen tuhoava vaikutus streptokokkeihin. MxO-yhdysvaikutus (taulu
kosta 19) voidaan tulkita kuvasta 11. 1—ohjelmassa eri lieteseos—
ten välinen “säilyvyysjärjestys” on LV0 > LV1 > > MV1 > V ja
11-ohjelmassa vastaavasti MV0 > LV0 > V > LV1 > MV_. Kuivan hiekka
maan edullisuus streptokokeille ohjelmassa II tuli ilmi jo koejak
son alkupäässä, siis nopean jäädytyksen aikana (kuva 12). 1olemmis-
ta ohjelmista havaitaan kosteuden päävaikutuksen olevan merkitsevän.
Solutiheys pysyi suurempana kuivassa kuin kosteassa liete—maaseok
sessa koko koejakson ajan.
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Kuva 9. Fekaaliset streptokQkit, ajan ja ohjelman yhdysvaikutuskaikissa lieteseoksissa.
fig. 9. Fecai streptococci, t-Lme xprogramme—interaction in ali
5 sludge compositions.
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Kuva 10.
Fig. 20.
Fekaaliset streptnkokt, ajan ja ohjelman yhdysvaikutusliete-maaseoksissa.
Fecai streptococci3 time Xprogramme—interaetion in siudge—
soil compositions.
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Kuva 1L
Fig. 11.
Fekaaliset streptokokit lieteseoksen ja ohjelman yhdys
vaikutus (koko koejakso%.
Fecal streptococci, sludge composition x progamme-
-interaction (the whole exp. period).
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Kuva 12. Fekaaliset streptokokit, (koejakso 0
— 22 d), lieteseoksen
ja ohjelman yhdysvaikutus.
Fig. 12, Fecal streptococci (exp, period 0 — 22 d) sudge composition x
pro gramme—interactiorz.
Maalajin vaikutus lietemaaseoksissa todettiin merkitseväksi ohjel
man 1 testauksessa, taulukossa 21, Myös kosteuden osuus saadaan
esille tässä, kuten jo edellisessä kappaleessa mainittiin, Koejak
son loppupään aineiston testauksesta havaitaan sama AxO-yhdysvaiku
tuksen merkitsevyys kuin koko koejaksonkin ajalta (taulukko 22).
Jatkuva jäädytys 1-ohjelmassa tuhoaa streptokokkeja paremmin koejak
son loppupäässä kuin 11-ohjelman sulatus ja tätä seuraava säilytys
noin °C:ssa (kuvat 9 ja 10).
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Taulukko
Tahle 21.
21. Fekaaliset streptokokit-varianssltaulukko, ohjelma 1,
liete-maaseokset.
Fecal- streptococci—table of analysis of variance,
programme 1, sludge—soil compositions.
sv
22. Fekaaliset streptokokit-varianssitaulukko, koejakso
22 — 56 d
Fecal streptococc-t—tab?e of anaLys-zs of var-iance, exp
period 22
— 56 d.
T 11,0211
0 0,209
M 0,922
A 0,9142
AxO 0,3140
Mxl 0,2199
MxA 0,206
MxAxO 0,3311
0,571
sv df var
T 5,096 147
K 0,121 1 0,121 886xx
A 14,172 5
M 0,257 1 0,257 l8,80
MxK 0,002 1 0,002 0,63
KxA 0,1148 5 0,030 2,23
MxA 0,062 5 0,012 0,911
MxKxA 0,012 5 0,002 0,18
R 0,317 211 0,0132
Taulukko
Tahle 22.
df vai’ F
79
1
14
3
3
14
12
12
40R
0,1111
0,125 7,17xx
0,017 0,99
0,028 1,95
0,01143
3.26llostridium perfringens
Clostridium perfringens—aineiston testauksessa kaikkien lieteseos—
ten kesken muodostui MxAxl-yhdysvaikutus merkitseväksi. Liete-maa
seosten aineiston testaus osoitti kosteuden päävaikutuksen olevan
merkitsevän (taulukko 23). Solutiheys pysyi suurempana kuivassa kuin
kosteassa maassa koko koejakson ajan Maalajilla ei liete-maaseok
sissa ollut yksiselitteista vaikutusta sailymiseen (vrt kuva 2 d)
Taulukko 25. Clostridi erfrinens-varianssitaulukko, liete-maa
seokset.
TahLe 23. Clostridium perfringens—table of analysis of variance,
s ludge—soi i compositions.
SV 3$ df var F
T 2,96)1 95
0 0,265 1
A 0,8)15 5
K 0,575 1 0,575 27,3
M 0,120 1
MxK 0,015 1 0,015 1,10
KxO 0,001 1 0,001 0,10
KxA 0,051 5 0,010 0,75
AxO 0,195 5 0,059 2,86
Mxl 0,008 1 0,008 0,59
MxA 0,152 5 0,031 2,23
MxKxO 0,002 1 0,002 0,16
MxKxA 0,026 5 0,005 0,59
KxAxO 0,079 5 0,016 1,21
MxAxO 0,161 5 0,052 2,45°
MxKxAxO 0,0)15 5 0,009 0,66
R 0,651 148 0,0132
Ohjelmassa 1 MxA-yhdysvaikutus muodostui merkitseväksi kaikkien lie
teseosten aineistoa testattaessa (taulukko 214). Kuvasta 2 d havai
taan, että liete poikkeaa selvästi liete—maaseoksista vaikutuksel
taan, mutta myös liete-maaseokset poikkeavat toisistaan (taulukko
25). Kosteuden merkitsevyys näkyy myös 1-ohjelmassa taulukosta 25,
Koska Clostridium perfringensin käyttäytyminen lietteessä näytti poikkeavalta liete
rnaaseoksiin verrattuna kuvassa 2 d, testattlln lietteen aineisto vielä erikseen
(taulukko 26). Erittäin merkitsevä AxO-yhdysvaikutus nähdään kuvas
ta 15. 1-ohjelmassa jatkuva jäädytys näyttää tulioavan klostrideja
lietteessä selvästi tehokkaammin kuin 11-ohjelman nopea jäädytys ja
tätä seuraava sulatus.
Taulukko 2)1. Clostridium perfringens-varianssitaulukko, ohjelma 1.
Tahle 24. Clostridium perfringens—table of analyss of varianee,
pro gramme 1.
SV $3 df var F
T 3,223 59
A 0,352 5
M 0,3714
MxA 2,271 20 0,1114
R 0,227 50 0,0076
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Taulukko 25. Clostridium perfr±ngens-varianss±taulukko, ohjelma 1,
Tahle 25. CZostridium perfr-zngens—table of anaLysis of variance,
programme 1, sludge—soiL compositions.
SV SS df vai’ F
Taulukko 26. Clostridium perfringens-varianssitaulukko, liete.
Tahle 26. Clostridium perfringens—table of anaLjsis of variance,
sZ.udge.
$V df vai’ F
T 2,507 25
0 0,595 1
A 0,501 5
AxO 1,169 5 0,250
R 0,082 12 0,0068
Aiko Time d
liete-maaseokset
0,211
T 1,602 07
K 0,211 1
A 0,860 5
M 0,095 1
MxK 0,003 1 0,003
KxA 0,095 5 0,019
MxA 0,186 5 0,037
MxKxA 0,007 5 0,001
R 0,181 20 0,0075
27
0,01
2,510,95xx
0,19
11
10
0
E
9
8
x—x 1
)(=c 1
10 20 30 60 50 60
Kuva 13. Clostridium perfringens, ajan ja ohjelman yhdysvaikutus
lietteessä.
Fig. 13. CLostridium perfringens, time Xprogramme-interaction in
s ludge
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3.27 F a a g i t
Jo kuvasta 2 e havaitaan, että lieteseostyypillä on selvä vaikutus
faagien tuhoutumisnopeuteen, ennenkaikkea 1-ohjelmassa. Kaikkien lie
teseosten aineistoa testattaessa MxAxO-yhdysvaikutus muodostui mer
kitseväksi. Liete-maaseosten testauksessa puolestaan sekä MxAxO- et
tä KxAxO-yhdysvaikutukset olivat merkitseviä (taulukko 27). Jälkim
mäinen näistä on piirrettynä kuvassa 14, josta havaitaan, että faa
gien inaktivoituminen näyttfl olevan nopeampaa kosteissa kuin kuivis
sa lietemaaseoksissa molemmissa ohjelmissa koejakson loppua kohti.
Taulukko 27. Kolifaagit-varianssitaulukko, liete-maaseokset.
Tabte 27. CoUphages—tabie of anaiysSe of varianee, eiudge—scii
eompositions.
SV 88 df var F
T 43,248 95
0 8,845 1
A 21,293 5
K 0,920 1
M 1,193 1
MxK 0,048 1
KxO 0,057 1
K’xA 0,692 5
AxO 5,068 5
MxO 1,170 1
MxA 1,608 5
MxKxO 0,099 1 0,099 3,83
MxKxA 0,033 5 0,007 0,26
KxAxO 0,408 5 0,082
?ccAxO 0,513 5 0,103
MxKxAxO 0,061 5 0,012 0,47
R 1,239 48 0,0258
Ohjelmassa 1 on faagien tuhoutuminen selvästi nopeinta lietteessä, ja
säilyminen taas parasta savimaa-lieteseoksessa (kuva 2 e). Ero hiek
kamaa-lieteseokseen näyttää korostuvan vasta lämpötilan laskettua
nollan alapuolelle. 1-ohjelman KxA-yhdysvaikutus (taulukko 28) näh
dääri havainnollisesti kuvasta 14. MXK-yhdysvaikutuksen merkitsevyys
näyttää tarkoittavan sitä, että kosteuden lisääntyminen jäädytettä—
vässä liete-maaseoksessa vaikuttaa faageihin tuhoisammin savi- kuin
hiekkamaassa (kuva 15). 11-ohjelmassa kosteuden vaikutus on sama
kuin I-ohjeimassakin. Maalajilla sen sijaan ei liete-maaseoksissa
ollut mitään merkitsevää vaikutusta (taulukko 29).
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Kuva L4
Fig. 14.
Taulukko
Tab7e 28.
Kolifaagit, kosteuden, ajan ja ohjelman yhdysvaikutus.
Coliphages, humitidy contentx timeX programme—interaction.
28. Kolifaagit-varianssitaulukko, ohjelma 1, liete-maa
seokset.
Coliphages—tabe of analysis of varianee, proramme 1,
sZ-udge—soi 1 compcsitions.
SV SS df var P
10
Aika Time d
20 30 40 50 60
T 50,077 147
K 0,718 1
A 25,1451 5
M 2,565 1
MxK 0,1142 1 0,1142
KxA 0,755 5 0,151
MxA 1,957 5 0,587
MxKxA 0,081 5 0,016
R 0,629 211 0,0262
5,76xx
111 78XXX
0,62
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Kuva 15. Kolifaagit; maatyypin ja kos
teuden yhdysvaikutus ohjelmas
sa 1.
Fig. 15. Coliphages sludge—soil
composition x humitidy content—
interaction in programme 1.
0
£
LE
11) tf)
Taulukko 29.
Tahle 29.
Kolifaagit-varianssitaUlUkko, ohjelma II, 1iete-maa-
seokset.
Coliphages—table of analysis of variance, programme II,
s Ludge—soi Z compositions.
SV SS df vai’
T 0,326 07
K 0,260 1
A 2,909 5
M s x i0 1 5 x 10 <0,01
MxK 0,005 1 0,005 0,18
KXA 0,306 5 0,069
MxA 0,180 5 0,037 1,05
MxKxA 0,013 5 0,005 0,10
R 0,609 20 0,0250
Liete-maaseosten ja ohjelmien välinen yhdysvaikutus koko koejaksol
ta nähdään kuvasta 16, 1-ohjelmassa savimaa on hiekkamaata edulli
sempi faagien kannalta, 11-ohjelmassa maiden välillä ei ole eroa.
Koejakson alkuosassa ei 1-ohjelmassakaan ole maatyypeillä vaikutus
ta faagien säilymiseen (kuva 17), joten savimaan suojaava vaikutus
tulee esille vasta jäädytyksen jatkuessa pitkään.
0—0 LV
MV
2S
20 —
10
Kosteus Hum itidy
Kuva 16. Kolifaagit, liete-maaseoksen
ja ohjelman yhdysvaikutus
(koko koejakso).
Fg. 16. Coiiphages, slzdge—soii
composition x programme—
interaction (the whole
exp. period).
Kuva 17. Kolifaagit, liete-maaseoksen
ja ohjelman ylidysvaikutus
(koejakso 0 — 22 d).
Fig. 17. CoZiphages; sludge—so
composition x pragramme—
jnteraction (exp. period
0 — 22 d).
Koejakson loppupään testauksessa AxO-ylidysvaikutus muodostui merkit
seväksi (taulukko 30). Tämä pätee kaikkiin lieteseoksiin, koska
MxAxO-ylidysvaikutus ei ollut merkitsevä. 1-ohjelmassa jatkuvan jää
dytyksen vaikutuksesta faagien tuhoutuminen on koejakson lopussa
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selvästi voimakkaampaa kuin 11—ohjelmassa, jossa lämpötila oli nos
tettu nollapisteen yläpuolelle (kuva 18).
Taulukko 50. Kolifaagit-varianssitaulukko, koejakso 22 - 56 d.
Tahle 30. Coliphages—table of analysis of variance, exp. period
22 — 56 d.
SV SS df yar F
T 18,905 79
0 0,895 1
M 0,119 0
A 6,585 5
AxO 0,910 5 0,500 10,51XX
Mxl 2,756 0 0,680 25,25
MxA 2,025 12 0,202
MxAxO 0,257 12 0,021 0,75
R 1,177 00 0,0290
Kuva 18. Kolifaagit, ajan ja ohjelman yhdysvaikutus (koejakso
22— 56 d).
Fig. 18. Coliphages, time xprogramme—interaction (exp. perid
22
— 56 d).
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5.5 TULOSTEN TAHKASTELU
3.5lEri koeorganismiefl
rien vertailu
kuolinkäy
Koeorganismien kuolinkäyrien ja näytteenottokertojen slutiheyksien
tarkastelusta (kuva 2 a — e ja liite 3) havaitaan selvästi, että
arhaiten koeolosuhteissa säilyi tutkituista mikrobeista
Clostridium perfringens (taulukko 51). Sen kohdalla ei tapahtunut
merkittävää vähenemist koejakson aikana muussa lieteseoksessa kuin
pelkässä lietteessä ohjelmassa 1. Tämäkin tuli esille vasta pitkään
jatkuvan jäädytyksen seurauksena, Myös fekaaliset streptokokit oli
vat verraten resistenttejä jäädytystä vastaan. 56 päivän koejakson
aikana niiden .reduktio oli suurin 1-ohjelman lietteessä, jossa so
lutiheys väheni tekijllä 5,5 x l0, Liete-maaseoksissa vastaava
tekijä oli keskimäärin vain 1,5 x l0. 11-ohjelmassa reduktio oli
samaa luokkaa kaikissa lieteseoksissa, koko koejakson aikana kui
tenkin alle yhden logaritmisen yksikön.
Koeorganismien desimeroitumisajat [dJ tutkimusohjel
missa (1 ja II) eri lieteseoksissa.
The 90 % reduction times {d] of the experiment
organisms in different sludge compositions.
Koeorganismi Ohj. Lieteseos Sludge compostion
Organism Progr LV0 LV1 MV0 MV1 V
Salmonella
typhimurium 1 17 20 20 22 9
II l1T l1 l1 15 15
Fekaaliset
koliformit 1 22 25 214 23 l1
FecaI
coliforms II 15 15 15 20 21
Fekaaliset
streptokokit 1 9 72 60 5L 52
Fe c al
streptococci II 70 61 73 59 65
Clostridium
perfringens 1 (>‘150) (>Lt00) (>1000) (>1000) 110
II (>1000) (>L50) (>1000) (>1000) >550
Kolifaagit 1 36 27 2L 16 12
Coliphages II 26 25 25 16 21
1) desimeroitumisaika = aika, jonka kuluessa populaation solutiheys vähenee 1/10:
aan alkuperäisestä.
Taulukko 51,
TabIe 31.
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Fekaalisten koliformien solutiheys väheni 1-ohjelmassa tekijällä
5 x lO liete—maaseoksissa ja tekijällä l, x l0 lietteessä. Sal
monelloj en reduktio puolestaan ii ete—maaseoksissa tapahtui tekij !1•
lä 1,7 x l0 ja lietteessä peräti tekijällä 1,1 x lO. 11-ohjel
massa koliformien solutiheys väheni tekijällä 1,5 x l0 - 1 x lO
ja salmonellojen 5 x l0 — 1 x lO. 1-ohjelmassa salmonellat tuhou
tuivat nopeammin kuin koliformit ennenkaikkea lietteessä, lietemaaL
seoksissa ero ei ollut näin selvä. 11-ohjelmassa salmonellojen re
duktio puolestaan oli vain hieman suurempi kuin fekaalisten kolifor
mien koko koejakson aikana, mutta ohjelman alussa lieteseosten jää
dytyksen aikana salmonellat tuhoutuivat selvästi nopeammin kuin koli
formit. Ohjelman loppupuolella sulatuksen jälkeen salmonellojen kuo
linnopeus pieneni huomattavasti, kun taas koliformeilla tätä ei ha
vaittu. Näiden kahden bakteeriryhmän säilymisen vrtailusta voidaan
todeta, että koliformit säilyivät salmonelloja paremmin kaikissa
muissa koeolosuhteissa paitsi mainitussa lieteseosten sulatuksessa,
Tutkimuksessa käytetyt faagit säilyivät koliformeja paremmin kaikis
sa lieteseoksissa lukuunottamatta hiekkamaa—lieteseoksia. 1-ohjel
massa lietteessä niiden tuhoutuminen oli suurinta, pitoisuus
väheni tekijänä 1 x 10.
Tulokset sopivat hyvin yhteen kirjallisuudessa bakteerien säilymi
sestä annettujen tietojen kanssa. (Katso sivuilta 21 — 20 viittaukset
LATOSTENMAA ym. 1970 sekä FIUHTA ym. 1978,) Näiden mukaan mybs
koliformit säilyvät maassa salmonelloja paremmin. Erittäin selvästi
tuli esille gram-positiivisten parempi pakkasenkestävyys verrattuna
gram—negatiivisiin, johon JY (1970) viittaa.
532Lietese-osten ja maalajien ver
tai lu
Kaikkien tulosten perusteella pelkkä liete poikkesi selvästi lie
te-maaseoksista mikrobien säilymiseen vaikuttavamtekijänä, ennen
kaikkea 1-ohjelmassa. Yhteisenä havaintona kaikille tutkituil
le organismeille voidaan todeta, että tuhoutuminen oli suurinta
pelkässä lietteessä 1-ohjelmassa jäädytyksen jatkuttua vähintään
viikon ajan. TällUin mikrobien tuhouturninen lietteessä oli sel
västi tehokkaampaa kuin liete-maaseoksissa. Koska käytetty liete oli nes
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temäistä, jonka kuiva—ainepitoisuus oli vain noin 5 , sen jäätymi
nen tapahtui läpeensä “yhdeksi kuutioksi”. Tämä ilmeisesti rikkoo
lietteen mikrobisolut vahingollisemmin seurauksin kuin liete—maa
seoksen jäätyminen, jossa vielä muutaman pakkasasteen lämpötilassa
on runsaasti vapaata vettä, jota mikrobit välttämättä tarvitsevat
elintoimintoihinsa. Mahdollisena selityksenä nopeammalle tuhoutumi—
seile lietteessä saattaa olla myös korkea pH (8,) verrattuna liete
maaseosten pH—arvoihin (5,1 — 5,11). Happamuuserojen vaikutusta ei
kuitenkaan tämän tutkimuksen puitteissa ole pyritty selvittämään.
Jätevesilietteen talvivarastoinnin kannalta tämä purkkikoe vastai
si lähinnä nestemäisen lietteen varastoimista sementtialtaisiin,
mikH antaisi parhaan tuloksen haitallisten mikrobien tuhoamisessa
jäädytyksen avulla.
Maalajien vertailu liete—maaseoksissa ei antanut yksiselit—
teistä kuvaa niiden paremmuudesta. Selvimmin ero savimaan ja
hiekkamaan välillä tuli esille faagien kohdalla ohjelmassa 1,
jossa seosten ollessa jäätyneenä noin viikon ajan, savirnaa al
koi osoittautua hiekkamaata paremmaksi faagien säilymisen k
an
nalta. Tämän selittää se, että savimaa erittäin hienojakoise
na “kasvuymparistona” tarjoaa runsaasti adsorptiopintaa viruk
sille ja suojelee niitä ulkoisia vaikutuksia vastaan (MAR$HALL
1971). Sama ilmiö ei tullut esille 11-ohjelmassa, jossa jääty
minen tapahtui suhteellisen nopeasti, joten vasta 1—ohjelman
hitaan jäätymisen ja kiteenmuodostukSen yhteydessä hiekkamaa
muodostui faageille savimaata epäedullisemmaksi.
Salmonellojen säilymisessä sensijaan savimaa näytti osoittautuvan
hiekkamaata huonommaksi ympäristöksi. 1-ohjelmassa tämä tuli esille
vasta koejakson loppupäässä, kun lämpötila oli laskenut nollan ala
puolelle, mutta I1—ohj elmassa hiekkamaa oli sav irriaata edul ii sempi
kasvualusta heti ohjelman alusta alkaen. Tämän perusteella näyttää
siltä, että mitä pienemmissä kapillaareissa jääkiteiden muodostumi
nen tapahtuu, sitä tuhoisammin tämä vaikuttaa salmonelloihin. Kun
verrattiin ohjelmien vaikutusta koejakson alkupäässä, missä 1-ohjel
man lämpötila laski hitaasti +L1°C:sta nollaan ja 11-ohjelman vastaa
vasti nopeasti +0C sta —°C een, havaittiin taman nopean jaadytyk
sen tehon kohdistuvan myös selvimmin savimaan salmonelloihin.
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Fekaalisten koliformien ja Clostridium perfringens-bakteerin säily—
miseen liete—maaseoksissa ei maalajilla näyttänyt olevan merkitys
tä. Fekaaliset streptokokit sensijaan säilyivät 1—ohjelmassa parem
min savimaassa kuin hiekkamaassa. 11—ohjelmassa samaa ilmiötä ei ha
vaittu. 1—ohjelmassa ero savimaan hyväksi syntyi kuten1<in jo aivan
koej akson s lussa , lämpöt 11 an 0] los sa vit’ i soi v at nollan yläpuol ol
la, eikä suhde tämän jälkeen merkitsevästi muuttunut, Streptokokit
näyttävät siis säilyvän viileässä savimaassa paremmin kuin hiekka
maassa, mikä johtunee edellisen paremmista kosteudenpidätysominai
suuksista, mutta jäätymisen vaikutus oli samanlainen molemmissa maa
5.33Ko s t euden vaikutus lie te-maa se ok
sissa
Vaikka vesipitoisuuseroilla lietteen ja liete—maaseosten välillä
näyttää olevan selvästi merkitystä mikrobien pakkasenkestoon, ei
kosteuseroilla liete-maaseoksissa ollut näin selvää vaikutusta. Sal
monelloille näyttää kostea liete-maaseos muuttuvan kuivaa seosta
edullisemmaksi 1—ohjelmassa jäädytyksen jatkuessa pitempään. Tämä
johtunee kosteammassa maassa esiintyvän runsaamman vapaan veden mää
rästä, mikä estää pakkasen aiheuttaman kuivumisen vaikutusta baktee
reilun.
Koliformeihin kosteudella oli yaikutusta vain hjekkamaa-lieteseok
sessa ohjelmassa 1, jossa lisääntyvä kosteus vaikutti näihin baktee
reihin tuhoisasti. Samaa ilmiötä ei havaittu savimaa-lieteseoksessa
eikä 11-ohjelmassa kummassakaan maalajissa. Yllämainittu kosteuden
haitallinen vaikutus hiekkamaassa tuli näkyviin vasta 1-ohjelman
loppuosassa lämpötilan laskettua nollan alapuolelle. Tulos on jonkin
verran poikkeava salmonelloilla saatuihin havaintoihin, joiden mu
kaan kostea liete-maaseos oli jädytyksen jatkuessa maatyypistä riip
pumatta edullisempi kuin kuiva kasvuympäristö.
Koska salmonellat siis “viihtyvät” tässä karkeajakoisessa hiekka
maassa, jossa oli suhteellisen vähän elintilaa vähäisen pinta-alan
johdosta, ja jossa suurissa huokosissa jääkiteiden muodostuminen
lisäksi rajoitti veden saantia, saattoivat koliformit kärsiä kilpai
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lusta niiden kanssa. Tässä vaiheessahan seoksissa oli noin yksi ko
liformisolu tuhatta salmonellasolua kohti.
Fekaalisilla streptokokeilla samoin kuin jfringens-bakteerilla
kosteuden päävaikutus muodostui merkitseväksi liete-maaseosten ai
neiston testauksessa. Kuitenkin solutiheys kuivissa seoksissa oli
alusta alkaen suurempi kuin kosteissa (jotka tehtiin edellisistä
lisäämällä vettä), ja tämä tilanne säilyi läpi koejakson ilman ti
lastollisesti merkitseviä muutoksia.
Faagien kohdalla ero kosteiden ja kuivien lieteseosten välillä tuli
esille vasta jäädytyksen jatkuessa vdhintään muutaman päivän ajan.
Tälldin kuivat seokset osoittautuivat kosteita suojaavimmiksi jääty
mistä vastaan, Kosteuden lisääntyminen vaikutti faageihin inaktivoi
vimmin savimaa—lieteseoksessa. Suurempi kosteus lisän virusten dc—
sorptiota maahiukkasten pinnasta (LANCE ym. 1976), ja veden jäätyes
sä tähän joutuneet faagit tuhoutuvat jääkiteiden muodostuessa. Savi
maassa syntyvät jääkiteet ovat pienempiä ja kosketuksissa suuremman
hiukkaspinta-alan kanssa kuin hiekkamaissa, joten kosteuden vaiku
tus faagien säilymiseen jäädytyksessä on ymmärrettävissä tästä syys
tä.
3.314 J ä ä t y m i s e n j a s u 1 a m i s e n v a i k u -
tus koe organi smien s äi lymi se en
Koeorganismien kuolinkäyrien tarkastelussa (kuvat 2 a - e) ha
vaitaan, että tutkittavat mikrobit tuhoutuivat selvästi nopeam
min 11-ohjelman alussa tapahtuneen nopean jäädytyksen aikana
kuin 1-ohjelmassa hitaan jaadytyksen aikana Ainoastaan fe
kaalisilla streptokokeilla ja i’frihens-bakteerilla tätä jää
dytysnopeudesta aiheutuvaa kuolinnopeuden eroa ei havaittu. Jääty
misen vaikutusta olisi kuitenkin ollut havainnollisempi seurata, mi
käli olisi ollut käytettävissä kolmas vertailuohjelma, jonka lämpö
tila olisi koko ajan pidetty noin +14°C:ssa,
Salmonellojen osalta koejakson alkupään aineiston testauksessa saa
tiin ajan ja ohjelman yhdysvaikutus lievästi merkitseväksi. Tämä
tarkoittaa sita, etta samoista olutiheyksistu lahteneiden ohjel—
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mien välille muodostui tilastollisesti merkitsevä ero siten, että
11—ohjelman nopea jäädytys tuhosi salmonelloja nopeammin kuin 1-oh
jelman hidas jäädytys kolmen viikon aikana koejakson alusta alkaen.
Tämä jäädytysnopeuden vaikutus oli suurin savimaa—lieteseoksessa ja
pienin lietteessä, mikä voidaan tulkita siten, että maan nopea jää
dytys tuhoaa salmonelloja sitä paremmin mitä pienemmissä huokosissa
jääkiteiden syntyminen maassa tapahtuu.
Koejakson loppupään aikana 1—ohjelman hidas jäädytys jatkui, mutta
11-ohjelman vastaavat seokset sulatettiin. Jatkuvan jäädytyksen sal
monelloja tuhoava vaikutus sulatukseen verrattuna oli erittäin sel
vä lietteessä ja havaittavissa myös sekä kuivassa että kosteassa sa—
vimaa—lieteseoksessa. Hiekkamaa—lieteseoksissa ei sulamisen ja jäädy
tyksen vaikutusten välillä ollut merkitsevää eroa. Tämä johtunee sii
tä) että jäädytyksen vaikutus oli tuhoisampi savimaissa kuin hiekka
maissa. Seosten sulamisen jälkeen salmonellojen kuolinkäyrä loiveni
selvästi ennenkaikkea lietteessä. Tässä seoksessa niiden tuhoutumi—
nen sulamisen aikana näytti jatkuvan samalla nopeudella kuin jäädy
tyksenkin aikana.
Fekaalisten koliformien tuboutumiseen nopea jäädytys vaikutti koe-
jakson alussa sanfalla tavalla kuin salmonelloihinkin. Sensijaan koe—
jakson loppupääss koliformien tuhoutuminen jatkui samalla intensi
teetillä niin jäädytetyissä kuin sulatetuissakin seoksissa. Tämän
perusteella näyttää siltä, että maan sulaminen vaikuttaa koliformei
hin tuhojsammin kuin salmonelloihin. Ilmi6 voi kuitenkin olla seli
tettävissä sillä, että koliformien solutiheys oli tässä vaiheessa
lieteseoksissa enää noin 10 kpl/ml, ja näin pieni populaatiotiheys
ei enää kovin tehokkaasti suojannut niitä sulamisen jälkeisessä
sukkessiossa psykrofiilien vallatessa elintilaa. Koliformien määri
tys suoritettiin tällöin MPN—menetelmää käyttäen, mikä johti suuriin
eroihin rinnakkaisnäytteiden välillä. Tämä puolestaan johti siihen,
että testisuureena käytetty jäännösvarianssi oli suhteellisen suu
ri, eikä testi ollut koliformeille niin herkkä kuin salmonelloille.
Vaikka fekaalisten streptokokkien reduktio koko koejakson aikana
olikin melko vähäinen, voidaan molemmisa ohjelmissa osoittaa solu
tiheyden pienenemisen tapahtuneen selvimmin juuri jäätymisvaiheiden
aikana (kuvat 9 ja 10). Koejakson loppupäässä jäädytys tuhosi näitä
71
bakteereja paremmin kuin sulatus, ja tämä ilmiö tapahtui kaikkein
selvimmin lietteessä. C. perfringens—lajin osalta ainoa merkitsevä
solutiheyden muutos tapahtui lietteessä 1-ohjelman pitkI5Iiisen jää
dytyksen seurauksena.
Tutkimuksessa käytetyt kolifaagit näyttivät myös tuhoutuvan koejak
son ensi päivinä 11-ohjelman nopeassa jäädytyksessä paremmin kuin
1-ohjelman hitaassa jäädytyksessä. Kuitenkin jäädytyksen tuhoava
vaikutus tuli paremmin esille vasta koejakson loppupuolella ja täl
löin taas selvimmin lietteessä. Maan sulattaminen näytti puoles
taan pysäyttävän faagin tuhoutumisen lähes kokonaan savimaa-liete
seoksessa, mikä kuvaa savimaan edullisuutta virusten elinympäris
tönä.
. YHTEENVETO
Jäätymisen vajkutusta jätevesilietteen bakteereihin maassa seurat—
tim laboratoriomittakaavassa toteutetussa kkeessa. Työ tehtiin
vesihallituksen teknillisen tutkimustoimiston ja Helsingin yliopis
ton mikrobiologian laitoksen yhteistyönä. Jäätymistä seurattiin se
kä lietteessä että liete—maaseoksissa, joissa käytettiin kahta eri
laista maatyyppiä, savimaata ja hiekkamaata. Liete-maaseoksissa
tutkittiin myos seoksen kosteuspitoisuuden vaikutusta mikrobien Sdl
lymiseen. Lieteseospurkit jäädytettiin kahdessa kylmähauteessa, jos
sa kummassakin toteutettiin eri jäädytysolijelmaa. Ensimmäisessä oh
jelmassa seokset jHädytettiin hitaasti +°;sta -,5°C;een noin
35 päivän aikana, toisessa vastaava jäädytys tapahtui nopeasti,
noin parissa päivässä. Tätä seurasi kolmen viikon jäädytysjakso ja
lopuksi tämän ohjelman seokset sulatettiin. Tutkittavina organis
meina olivat fekaaliset koliformit, fekaaliset streptokokit,
Salmonella typhimurium, Clostridium perfringens ja bakteriofaagit
(isäntälaji E. coli C). Käytetty Salmonella-kanta kasvatettiin la
boratoriossa steriilissä lietteessä ennen istutusta luonnon liettee—
seen.
Jäätymisen vaikutus koeorganismeihin oli paljon tuhoisampi liettees—
sä kuin liete-maaseoksissa. 5 päivän hitaan jäädytyksen aikana sal
monellojen määrä lietteessä väheni tekijällä 1,1 x 106, kun se
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liete—maaseoksissa väheni tekijällä 1,7 x 1O. Salmonellat näytti
vät tuhoutuvan kaikissa koeolosuhteissa vähintään yhtä hyvin kuin
koliformit, joten näiden käyttäytymisen perusteella voitaneen tehdä
johtopäätöksiä myös edellämainittujen bakteerien säilymisestä samois
sa olosuhteissa.
Kaikkein vähäisin vaikutus jäädytyksellä oli C. perfringens-lajiin.
Myös fekaaliset streptokokit kestivät jäädytyksen huomattavasti pa
remmin kuin salmonellat ja koliformit. Tutkimuksessa käytetyt faa
git kestivät jäädytysolosuhteita yleensä. jonkin verran koliformeja
paremmin, mutta kuitenkin selvästi streptokokkeja huonommin. Faagien
katsotaan säilyvän maassa eläinviruksia paremmin.
Maalajeilla liete-maaseoksissa oli jonkin verran vaihteleva vaiku
tus koeorganismien säilymiseen jäädytysolosuhteista riippuen. Sel
vimmin maalaji vaikutti faageihin, jotka kestivät pitkällisen jää
dytyksen vaikutuksia hienojakoisessa savimaa-lieteseoksessa huomat
tavasti paremmin kuin karkeajakoisessa hiekkamaa-lieteseoksessa.
Kosteudella liete—maaseoksissa ei myöskään ollut selvää yksiselit—
teistä merkitystä tutkittavien Qrganismien säilymiseen.
Sulaminen hidasti koeorganismien tuhoutumista j äädytyksen vaikutuk
seen verrattuna lähes kaikkien tutkittujen lajien osalta. Näin ly
hyen koejakson aikana ei kuitenkaan ollut mahdollisuutta tutkia ko
vin pitkälle sulatuksen jälkeistä tilannetta.
Koejakson alusta lähtien olisi ollut hyödyllistä seurata myös koko
naisbakteeritiheyden muutoksia jäädytyksen seurauksena. Tämä saat
taisi antaa tietoa maabakteerien aiheuttaman kilpailun osuudesta
lietteen mikrobien tuhoutumisessa, Varsinkin sulamisen jälkeistä
tilannetta kannattaisi vastaisuudessa tutkia pitemmälle, Tällöin
maabakteerien sukkessio saattaa suurestikin rajoittaa tähän ympäris
töön kuulumattomien lajien elinmahdollisuuksia. Tämän työn perusteel
la lietteen talvivarastointi esim. betonjaltaissa antaisi parhaan
tuloksen patogeenien poiston kannalta. Mahdollisesti myös lietteen
levitys lumelle olisi yhtä käyttökelpoinen hygienisointikeino, mikä
li lieteaineksen huuhtoutuminen sulamisvesien mukana voidaan estää.
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THE EFFECT flF FREEZINO ON TT4E iJ JI’L OF
SEWAGE SLUDGE BACTEFIA IN THE SOIL
ENGLISH SUMMARY
1. 1 N T R 0 D U 0 T 1 0 N
The application of sewage sludges to soil ts limited by the oten
tial hazards tliat the oecurence of pathogenic rnicroorganisms and
heavy metais tri sludges may cause for pubuic health. The complete
removal of pathogens in sewage sludge treatment can lie achieved
only by heat treatment. This method ts not in common use, because
of its high expenses. Nevertheless, some studies indicate that mere natu
ral frezing may markedly decrease the amounts of certain harmful
bacteria in the soil. riNat w1d offer a very cheap and natural means
of stabulisation of sludges in the cold northern climate. In
Finland the temperature of soil surface during winter falis only
to about
—5 - -0C, a temperature most injurious for microorganisms.
For the reasons mentioned above the effect of freezing on sewage
sludge bacteria in both sludge and sludge—soil compositions was
studied in this work, which was made in co-operation with the
National Board of Waters and the Department of Microbiology of the
University of Helsinki.
2. MATERIALS AND METHQDS
The study was earried out in laboratory-scale. The sludge composi
tions were placed tri plastic jars (of 1 litre), which were tlien
frozen tri two freezing baths. tri each bath a different freezin
programme was carried out, a slow freezing in one and a faster
freezing with sulisequential thawing in the other (temperature
curves in Figure 1). Two kinds of soils (Appendix 2) were used in
sludge-soil compositions, each of them with two clearly different
humitidy contents. In addition to these sludge—soil compositions,
sludge alone was used without soil as one of the compositions.
Thus there were five different sludge cornpositions (Tabies
and 5). The sludge was anaerobically digested liquid sludge.
7)4
Saln1oneiiath was one of the expepment organjs as a
representer of the Sanel;agenus which the mos 1000 ent group
from the poin of v±eW of Sludge hygjen Peeai coljr and fecal
streptoco were studied of their value as hygiene indica
tors. tidiumperfringens s a pathogenj baetenjum and as a
sooreforg anaerobc Specjes it was exnected to thnive well n
siudge conj0 A Coliphage (hoet strajn E. coii C) was used to
Study the Survival of viruses Phages are eomrnoniy used instead of
V±TUSC5 because of the difcu1ty of rout±ne Cultivaton of the
latter,
Ali organj5 except salmone;i were found in siudge in adequate
consentratjois to study the survival Syphimuriu a rough labor
atory strain was irst inocu]ated and cuitivated in a sterilized
sludge, in which it rnuitipied more thanteno_d After that, the
Saimonei_ajflf0t sterjijzCd Siudge was mixed with the natura1n
sludge contain±ng ali other orgaflj5 and the sludg composjtions
were then made. In this stage all Sairnonelia Selis were Siudge
born, not nutrentbrothb
The media used in ldentification of organisms are preseflted in
Appendjy ,
The statstflC1 treatrnent oD the resuIts was made by using the
anaiysj5 of vanianee from iogarithrntraf d matenial (varjabies
in Tahle 5),
3. 555ULT5 ANp DI5cuss10
The death curves 05 the organism5 in the two freezing progra5 are
Plotted in 5ieures 2 a
-
e, The ceiJ densjtje dunjng the experj0
penjod are nresented in Appendjx 3,
seemed to die in ali experjment Cofldjtjons at least
as fast as fecai coliforms and faster than other studjed organj5
Slow freej was most effectjve agajns salrnoneliae in siudge, in
which the 90 5 reducton time was only 9 days, whiie it was 17
—
22 days
In siudge-501 comnosjtj05 (Tahle 31). During the 56 daYsfreezjng
in the 5iowfreezjng programme the amout oS salmonellae diminished
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aimost aix logaritlimic units in siudge, and less tban tliree
units in sludge—soil compositions.
During the first days of the experiment peniod, freezing in the
faster freezing-thawing prograrnme killed salmonellae much more effi
ciently than slow eliulling in the slow—freezing programme (Table 6,
see also Figures 1 and 2 a). After tliawing fl the former, dying of
salmonellae was markedly slowed compared to the continuous freezing
of the latter (b1e 8, Figure 5).
The reduetion of fecal coliforms was also most distinct in sludge
due to the continuous freezing. The reductionwas about four loga—
T4t’hmic units during the whole freezing period. The 90 % reduetion
time wa 114 days in sludge, and 22 - 25 days in sludge-soil compositions
(Table 51). The effect of thawing was not significant, as it was
for salmonellae (Table 1).
The reduction of fecal streptococci was only about one logarithmic
unit in sludge—soil compositions and less than twounits in sludge
in the slow—freezing programme. The 90 % reduction time was calcu
lated to be in those eonditions 52 day ns1udge and 5 - 9ldays in
sludge—soil compositions (Table 51).
0. perfringens survived best of the studied organisms in tliese
freezing conditions. The reduotion was significant only in sludge
in slow freezing, but stiil less than one logaritlimic unit. The
90 % reduction time was theh 110 days (Table 51, Figure 15).
The phages seemed to survive in freezing a little longer tlian fecal
coliforms, in general. In sludge the 90 % reduction time was 18 days
and in sludge-soil compositions 16 - 56 days (Table 51). After thawing
the reduetion of phages diminished markedly especially in claysoil
sludge compositions.
The effect of soil type in siudge-soil compositions was most pro
nounced for pliages. Clay-soil turned to be significantly more advan
tageous than sand soil for phages, when the freezing was continued
a couple of weeks (Figure 16) Clay so1 wa also moie advantageous
for streptococc± in slow freezing (Table 20, figure ii). loil type
seerned to have no erfect on co forrns in froez i ng, but salmoneilae
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throve better in sandsoil-sludge compositions than in clay soils
when the freezing proceeded some weeks (Figure 6).
The humitidy content in siudge—soil compositions had no alear effect
on survival of studied organisms, in general. Saimonellae survived
better in wet sludge-soil compositions after a longer freezing
(Figure 7). Phages instead, survived better in dry conditions (Table
28, Pigure 14).
The analysis of variance of the most important testa ±5
presented in Tabies 6 — 30 and the most essential interactions
are plotted in Figures 3 - 18.
Prom the results of ali the studied organisms it can be stated, that
slow freezing was much more injurious to miorobes in sludge than in
sludge-soil compositions. One reason for this might be the water
content of the liquid sludge, that was much higher than that of sludge
soil compositions. Preezing of the liquid sludge took piace thor
oughiy, as freezing of water, whiie soils may contain free water even
in temperatures of —200C. This free water ±5 necessary for the survival
of miorobes. Another possible expianation to the exceptional behav—
iour of organisms in siudge compared to sludge—soil compositions
might be the high pH-value of sludge (Appendix 2). This effect was
not further studied ip this work.
In the beginning of the experiment period faster freezing seemed to
kili ali other organisms but clostridia more efficientiy than
siovv chiliing. The effects of thawing on survival of the organisms
could not be foliowed in this study iong enough. The competition
caused by the succession of soil microbes after thawing might have
infiuences on sewage. siudge baeteria which normally live in the intes—
tines. The total bacterid count from the beginning till the end wouid
also have given some information on the effects of mierobial compe—
tition.
Aocording to these results the best effect of stabiiization in winter—
storing of sewage siudges wiil be achieved by storing liquid sludge out
of doors in big ccnczete basins sn that the whole sitidge mass rreezes
throughout.
. Another possibility might be the disposai of sludge on the
snow bed in winter, ii’ the leaching or sludge material with meltfrip
snow to surface waters in spring can be prevented.
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KOEORGANISMIEN MÄÄRITYKSISSÄ KÄYTETYT RAVINTOALUSTAT
Media used in identification of studied organisms
55 (Salmcneila-Shigella) -agar
Lihauute 5,0 g Beef extract
Peptoni 5,0 Peptone
Laktoosi 10,0 Laetose
Sappisuolat 8,5 Bile salts
Natriumsitraatti 10,0 Sodium citrate
Natriumtiosulfaatti 8,5 Sodium thiosulfate
Rauta (III) sitraatti 1,0 Ferrio citrate
3riljanttivilireä 0,0003 Brillia.nt green
Neutraalipuna 0,025 Neutral red
Agar 12,0 Agar
Tisl. vesi 1000 ml Distilled water
pH 7,0+0,1
Kolmisokerirauta-agar Triple Sugar Iron Agar
Lihauute 5,0 g Beef extract
Hiivauute 5,0 Yeast extract
Peptoni 20,0 ?eptone
Natriumkloridi 5,0 Sodium chloride
Laktoosi 10,0 Lactose
$äkkaroosi 10,0 Sucrose
Dekstroosi 1,0 Dextrose
Rauta (Iii) sitraatti 0,5 Ferric citrate
Natriumtiosulfaatti 0,5 Sodium thiosulfate
Fenolipuna 0,020 Phenol red
Ägar 12,0 Agar
Tial. vettä 1000 ml Distilled water
pH 7,0÷0,1
M-FC-liemi (ja -agar) M-FC-öroth (and -agar)
Trntoosi 10,0 g Tryptose
Proteoosi peptoni n:o 5 5,0 Proteose peptone n:o 5Hiivauute 5,0 Yeast extract
Natriumkloridi 5,0 Sodium chloride
Laktoosi 12,5 Laetose
Sappisuolat n:o 5 1,5 Bile salts n:o 5
Water ölue 0,25 Water b lue
TisL vettä 1000 ml Distilled water(Agar 12,0 g Agar)
pH 7,0+o1
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KF-Streptococcus-agar
Proteaasi peptoni n:o 5 10,0 g Proteose peptoni n:o 2
Hiivauute 10,0 Yeast extract
Natriuinkloridi 5,0 Sodium chloride
Natriuuiglyserofosfaatti 10,0 Sodium glycerophospliate
Maltoosi 20,0 Maltose
Lalctoosi 1,0 Laetose
Natriumatsidi 0,11 Sodium azide
Natriumkarbonaatti 0,656 Sodiarn carbonate
Bromla’esolpurppura 0,015 Brom cresol purple
Tisi. vettä 1000 ml Distilled water
Agar 20,0 g Agar
1%:nen trifenyltetrazoliumliuos 10 ml 1% triphenyltetrazolium solution
pH 7,2—7,5
TSC-(tryptoosi-su1fjjttj TSC-(tryptose-sulfite•cyclo•sykloseriini)
-agar
Tryptikaasi 15,0 g rypticaseSoijapeptorn 5,0 SoytoneHiivauute 5,0 Yeast extractNatriumbisulfjjttj 1,0 Sodiuin bisuifiteRauta (III) amrnoniurnsitraatti 1,0 Ferric ainmoniumi citrateAgar 20,0 AgarTisi. vesi iooo ml Distilled wate’1%:nen D—sykloseriiniliuos 110,0 ml 1% D—cycloserine solution
pH 7,6
NM(nitrate-motility) agar
Lihauute 5,0 g Beef extract
Peptoni 5,0 Peptone
KNO3 5,0 IJ0
Na2P011 2,5 Na2HPO11
Galaktoosi 5,0 Galactose
Giyseroli 5,0 Glyserol
Agar 5,0 Agar
Tisi. vettä 1000 ml Distilled water
p11 7,5+0,1
LG (laetose-gelatin) —alusta LG (lactose-gelatin) —medium
Tryptoosi l50 Tryptose
Eliivauute 10,0 Yeast extract
Laktoosi 10,0 Lactose
Na2HPO11 5,0 Na2HPOL4
Fenolipuna 0,05 Phenol red
Liivate 120,0 Gelatin
Tisi. vett. 1000 ml Pisti IIE’d water
p0 7,5±0,1
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Pen-assay—liemi Pen-assay-broth
Lali. Lemco broth 8,0 g Laö. Lemoo brotli
Giukoosi 1,0 Glucose
Natriumkloridi 3,5 Sodium ehloride
K2HP04 5,68 K2HP0i.
1,32 KH2POL1
Tisi. vesi 1000 ml Distilled water
pH 7,1
Faagi-1-1iemi (ja agar) Phage-Lbroth (and agar)
Lab. Lemco brotli 8,0 Lab. Lemco brothNatriumkloridi 5,0 Sodium chlorideMgS07H20 0,2116 MgSO17H2OTisi. vesi 1000 ml Distilled water(Agar 10,0 g Agar)
pH 7,1
MacConkey-agar
Kaseiinipeptoni 17,0 g Peptone from caseinLihapeptoni 3,0 Feptone from meatLaktoosi 10,0 LaetoseSappisuolat 1,5 Bile saltsNatriumkloridi 5,0 Sodium ehlorideNeutraalipuna 0,03 Neutral redKristallivioletti 0,001 Crystal violetAgar 7,0 Agar
Tisi, vesi 1000 ml Distilled water
pH 7,1+0,1
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APPENDIX 2
LIETESEOSTEN JA MAATYYPPIEN ANALYYSITULOKSET
The results of the sludge composition and soil type analyses
Liperin ja Maaningan koemaiden lajitejakaumat
The particle size distribution of the soil types Liperi (clay soil)
and Maaninka (sana soil)
hiukkaskoko %-osuus percentage
particle size Liperi Maaninka
savi 0 0,002 mm 60 %
clay
siltti 0 0,06 mm 10 % 13 %
siit
hiekkaø2mm 87%
sand
Lieteseosten pE—arvot
The pH—values of the sludge compositions
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2. Fekaaliset koliformit
Fecal coliforms
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1 9,1x102 l,14x103 i,3x105 8,Qx10 7,Qx1 6,14xi0 l09,1xl0 6,14x103 14,1x105
II 1,5x103 6,0x102 1,0x102 6,0x102 7,3x102 14,0x102 1,0x103 5,0x102 1,1x1039,0x102
13. 1 7,0x102 2,0x102 1,1x102, 6,0x102 1,2x103 1,1x103 l,1x102 1,1x102 3,0x102 7,0x102
II 6,7x101 6,7x101 6,7x101 6,7x101 1,0x102 2,0x102 1,1x102 6,1x102 8,5x102 6,5x102
22. 1 ;,lxlo2 1,1x102 2,5x102 l,1x102 1,5x102 1,5x102 1,3x102 14,1x101 5,8x101 1,0x102
II 14,0x101 3,3x101. 1,0x102 3,0x101 4,0x101 1,0x102 7,1x101 38xl01 1,3x102 1,3x102
30. 1 1,0x102 2,0x102 5,0x101 2,0x102 2,0x102 1.6x102 l,14x102 5,0x101 5,0x101 2,0x102
II 5,OxlO’ 5,0x101 2,0x101 2,0x101 5,OxlO’ 2,0x101 2,OxlO1 2,0x101 5,0xQ1 l,0x102
143. 1 5,7x101 3,flxlO1 5,9x101 2,OxlO’ 3,6x101 9,0x101 1,0x102 8,0x101 2,0x101 !0x10
II 1,0x101 1,0x101 1,0x101 1,0x101 1,6x101 1,OxlO1 1,0x101 9 x100 1,0x101 3,0x101
56. 1 < 3x100 3 x100 1,6x101 95x100 1,5x101 3,5x101 2,14xl0 9 x100 2 x100 2 xlO0
II 1,5x100 1,5x100 1,5x100 4 x10 1,5x100 1,5x100 14 x100 1,5x100 2 xlO° 7 xlO0
Fekaaliset streptokokit
Fecal streptococci
LieteseOs
______
LV0 LV_
Rinn.mar.
Parail . detenn.
Aika
Time
3. 1
II
MV0 MV_ V
a b a b a b a b a b
Ohjelma
Drocr.
13. 1 1,7x1014 1,0x1014 1,4xl014 8,5x103 7,9l0’1,21014 7,9x103 12xl014 1,6x1014 1,5x1014
II 14,14x103 5,14x103 5,0x103 4,2x103 5,0x103 5,14x103 5,9x103 1,9x103 7,5x103 3,9x103
22. 1 5,0x103 714x103 5,5x103 8,14x103 3,5x103 55x103 14,5x103 3,6x03 14,0x103 3,8x103
II l,8x103 2,2x103 l,8x103 2,5c103 2»5x103.8,2x103 1,9x103 2,3x103 1,0x103 3,5x103
30 1 6,8x103 3,6x103 3,6x103 2,7x103
II 2,1x10 2,2x103 1,7xl03 1..5x103
143. 1 14,3x103 3,7x103 2,0x103 3,0x103 2,0x103 3,0x103 2,1x103 l,7x103 7,0x102 8,0102
1 2,14x103 2,5x103 1,5x103 1,13x103 2,0x103 2,7x103 1,8x103 l,14x103 20x103 1,8x103
56. 1 14»0x103 3,2x103 l,6x103 18r1O3 19x103 29x103 1,5x103 1,3xlO3 1,0x103 5,5x102
II 2,9x103 2,5x103 1,5x103 1,7x103 1,5x103 1,6x103 1,t1x103 19x103 1,7x103 2,0x103
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